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ABSTRACT 
 
Melanoma infiltration by macrophages (TAM) is often correlated with poor prognosis. However, 
the mechanisms that regulate the recruitment and function of these cells remain poorly 
understood. Recent studies have shown a major role of tumor sphingosine kinase 1 (SK1), the 
enzyme that produces sphingosine-1-phosphate (S1P), in tumor stroma remodeling. The aim of 
this project was to investigate the role of tumor SK1 on the inflammatory microenvironment, 
particularly macrophages, during the development of melanoma. 
 
In vitro, we showed that the inhibition of SK1 in melanoma cells: 1) blocks macrophage 
migration. Conversely, overexpression of this kinase in tumor cells stimulates the migration of 
inflammatory cells. This effect is dependent on S1P binding to its receptors (S1PR) on the 
macrophage surface; 2) reduces the secretion of TGF-β and 3) stimulates macrophage 
differentiation towards an antitumor M1 phenotype. The latter phenomenon does not depend on 
S1P nor S1PRs, but on the secretion of TGF-β by tumor cells. Indeed, macrophage 
differentiation can be reversed by adding recombinant TGF-β in the tumor cell-conditioned 
medium. 
 
In vivo, our results showed that orthotopic injection, i.e. intradermal, of murine melanoma cells 
invalidated for SK1 in C57BL / 6 syngenic mice was associated with a reduction in tumor 
growth compared to mice having received control melanoma cells. Furthermore, the invalidation 
of tumor SK1 leads to a significant increase in the expression of anti-tumor cytokines and a Th1 
polarization within the tumor. This phenomenon is accompanied by a reduction in the percentage 
of CD206+MHCIIlow M2 macrophages, and conversely, an increase in the percentage of M1 
macrophages CD206-MHCIIhigh as well as CD4+ and CD8+ cells infiltrated into the tumor. 
 
These results suggest a key role of tumor SK1 in the recruitment of macrophages and their 
polarization in melanoma. Thus, the axis SK1 / TGF-β could be a promising therapeutic target in 
controlling the growth of this tumor. 
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RÉSUMÉ 
 
L‘infiltration des mélanomes par les macrophages (TAM) est souvent corrélée à un mauvais 
pronostic. Cependant, les mécanismes qui régulent le recrutement et la fonction de ces cellules 
restent encore mal compris. Des études récentes ont montré un rôle majeur de la sphingosine 
kinase 1 (SK1) tumorale, l'enzyme qui produit la sphingosine-1-phosphate (S1P), dans le 
remodelage du stroma associé à la tumeur. Le but de ce projet a été d'étudier le rôle de la SK1 
tumorale sur le microenvironnement inflammatoire, et en particulier les macrophages, lors du 
développement des tumeurs mélaniques.  
In vitro,  nous avons montré que l‘inhibition de SK1 dans les cellules de mélanome : 1) bloque la 
migration des macrophages. A l‘inverse, la surexpression de cette kinase dans les cellules 
tumorales stimule la migration des cellules inflammatoires. Cet effet est dépendant de la S1P et 
de sa fixation sur les récepteurs S1PR présents à la surface des macrophages ; 2) réduit la 
sécrétion de TGF-β et 3) stimule la différenciation des macrophages vers un phénotype M1 
antitumoral. Ce phénomène n‘est pas dépendant de la S1P, ni des S1PRs, mais de la sécrétion de 
TGF-β par les cellules tumorales. En effet, la différenciation macrophagique peut-être réversée 
par l‘addition de TGF-β recombinant dans le milieu de sécrétion des cellules tumorales.  
In vivo, nos résultats montrent que la greffe orthotopique, i.e. intradermique, de cellules de 
mélanome murin invalidées pour la SK1 à des souris syngéniques C57BL/6 est associée à une 
réduction de la croissance tumorale, comparée à des souris ayant reçu des cellules de mélanome 
contrôles. De plus, l‘invalidation de la SK1 tumorale conduit à une augmentation significative de 
l'expression de cytokines anti-tumorales ainsi qu‘à une polarisation Th1 au sein de la tumeur. Ce 
phénomène s‘accompagne d‘une réduction du pourcentage de macrophages  M2 
CD206+MHCIIlow, et à l‘inverse, d‘une augmentation du pourcentage de macrophages M1 
CD206-MHCIIhigh ainsi que de lymphocytes T CD4+ et CD8+ infiltrés dans la tumeur.  
Ces résultats suggèrent un rôle clé de la SK1 tumorale dans le recrutement et la polarisation des 
macrophages dans les mélanomes. Ainsi, l'axe SK1/ TGF-β pourrait constituer une cible 
thérapeutique prometteuse dans le contrôle de la croissance de cette tumeur. 
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I. Le mélanome 
 
1- Définition et épidémiologie: Cancer rare mais très agressif 
La peau est l'interface principale entre le corps et son environnement, elle fournit une première 
ligne de défense contre les agressions physiques, chimiques et biologiques. Elle maintient 
l‘homéostasie du corps et recueille les informations sensorielles de l'environnement. La structure 
de la peau reflète sa complexité: (Figure 1)  
- L'épiderme contient la couche basale, le stratum spinosum, le stratum granulosum et la 
couche cornée la plus externe qui constitue une barrière vitale. Ces couches regroupent 
des cellules spécialisées comme les mélanocytes, les kératinocytes, les cellules de 
Langerhans et des lymphocytes T principalement cytotoxiques CD8+.  
- Le derme est constitué de collagène, du tissu élastique et de fibres réticulaires. Il contient 
de nombreuses cellules spécialisées, telles que les fibroblastes et les cellules 
immunitaires.  Il comprend aussi des vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des 
terminaisons nerveuses.  
- L‘hypoderme est formé principalement de tissus conjonctif et adipeux.565  
 
1.1- Les mélanocytes  
Les mélanocytes cutanés proviennent des progéniteurs de la crête neurale qui migrent vers la 
peau pendant le développement embryonnaire. Dans la peau, les mélanocytes se situent dans la 
couche basale de l'épiderme et dans les follicules pileux. Leur homéostasie est réglée par les 
kératinocytes de l‘épiderme.784 En réponse aux rayons ultraviolets (UVs), les kératinocytes 
sécrètent des facteurs qui régulent la survie, la différenciation, la prolifération, la motilité des 
mélanocytes ainsi que la production de mélanine par ces cellules. De ce fait, les mélanocytes 
jouent un rôle clé dans la protection de notre peau contre l'endommagement dû aux 
rayonnements UVs.257 Par contre, la transformation des mélanocytes est à l‘origine du 
mélanome, la forme la plus agressive des cancers de la peau. 
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Figure 1: Anatomie de la peau et effecteurs cellulaires.565 
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1.2- Définition du mélanome 
Le mélanome est un cancer qui surgit à partir des mélanocytes, des cellules pigmentées 
spécialisées dans la production de mélanine. Ce pigment confère la couleur à la peau et aux 
cheveux. Suivant l‘emplacement des mélanocytes, on peut distinguer trois types de mélanome: le 
mélanome cutané qui se situe au niveau de la peau, le mélanome oculaire qui se situe au niveau 
des yeux, et le mélanome muqueux qui se développe au niveau de la muqueuse nasale, buccale, 
génitale ou annale. 
 
1.3- Épidémiologie du mélanome 
Le cancer de la peau est le troisième cancer humain le plus fréquent et son incidence mondiale 
augmente à un rythme alarmant. Ses formes les plus courantes sont le carcinome basocellulaire, 
le carcinome à cellules squameuses et le mélanome. Bien qu‘il ne représente qu‘environ 132000 
cas sur 3 millions de cancers cutanés estimés chaque année (Organisation Mondiale de la Santé ; 
OMS), le mélanome est responsable de la majorité (75%) des décès par cancer de la peau.739 Ce 
cancer est de bon pronostic s‘il est détecté tôt, en effet le taux de survie relative à 5 ans se situe 
entre 91 et 95% pour les stades localisés et chute à 15% dans les situations métastatiques.17 
L'incidence du mélanome varie entre les différentes populations mondiales en étant plus élevée 
chez les populations à peau claire. L‘Australie et la Nouvelle-Zélande montrent l‘incidence la 
plus élevée avec ~ 60 cas rapportés par 100.000 habitants par an. Aux États-Unis le taux baisse à 
la moitié, alors qu‘en Europe environ 20 cas par 100.000 habitants par an ont été rapportés. Cette 
incidence diminue notamment chez les populations à peau sombre d'Afrique et d'Asie où on 
signale uniquement un cas par 100.000 habitants par année.178 
Le mélanome présente une incidence croissante durant les dernières décennies. En effet, 
l‘incidence de ce cancer a augmenté de 17 fois chez les hommes et de 9 fois chez les femmes aux 
États-Unis entre les années 1950 et 2007. Ceci est dû d‘une part aux habitudes d‘exposition au 
soleil pour de longues durées, et d‘autre part aux techniques et campagnes de diagnostic qui ont 
évolué avec le temps ce qui permet de repérer plus de cas.230 
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1.4- Facteurs de risque du mélanome 
Le mélanome résulte d'une combinaison de facteurs environnementaux (exposition aux UV) et 
génétiques (phototype de l‘individu, histoire familiale...).   
 
1.4.1- MC1R et exposition aux rayons ultraviolets 
L‘exposition au rayonnement UV (rayons solaires ou bronzage artificiel) est reconnue comme 
cancérogène pour l'homme par l‘OMS.172 Le spectre des rayons UV comprenant les UVA et les 
UVB et a été impliqué dans la pathogenèse du mélanome.469 Le rayonnement UVB (280-315 
nm) interagit avec le 7-déhydrocholestérol des kératinocytes pour en produire la vitamine D qui 
pénètre dans la circulation sanguine pour être métabolisée et activée dans le foie et les reins. Le 
rayonnement UVA (315-400 nm) produit des lésions indirectes dans l'ADN. Dans les 
kératinocytes, ces dommages de l'ADN activent p53, ce qui stimule la transcription de la pro-
opiomélanocortine (POMC) dont le métabolisme génère deux peptides bioactifs α-MSH et β-
endorphine.740 (Figure 2) 
La β-endorphine circulée dans le sang s‘avère responsable de la dépendance comportementale au 
bronzage.  La α-MSH stimule le récepteur de la mélanocortine-1 (MC1R) exprimé à la surface 
des mélanocytes, induisant la signalisation médiée par l‘AMP cyclique qui stimule le facteur de 
transcription MITF à induire la synthèse de la mélanine dans les mélanosomes. Ces organites 
sont par la suite transportés vers les kératinocytes où ils se positionnent au-dessus du noyau, du 
côté exposé au soleil, fournissant ainsi une certaine protection contre les dommages de l'ADN.740 
Chez les personnes aux cheveux roux et / ou à la peau claire, le gène MC1R présente des 
polymorphismes non-fonctionnels bloquant la transduction du signal α-MSH, ce qui rend ces 
individus plus susceptibles aux dégâts de l‘ADN.510 
La contribution des variantes du gène MC1R à l‘apparition précoce du mélanome était inconnue 
jusqu‘à aujourd‘hui. Une étude récente basée sur le séquençage de MC1R chez 565 patients 
atteints de mélanome invasif comparés à des contrôles a révélé que certaines variantes de MC1R 
étaient des déterminants importants de l'apparition précoce du mélanome. Ces variantes étaient 
associées à une forte exposition au soleil pendant l‘enfance.133 
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Figure 2: Rayonnement UV: bronzage et carcinogenèse.740 
 
1.4.2- Phototype de l’individu 
Le phototype est lié à la production de mélanine par les mélanocytes. Il existe 5 
phototypes à caractéristiques définies: 
- Phototype I: peau blanche, cheveux roux / blonds, yeux bleus / verts, taches de rousseur 
- Phototype II: peau claire, cheveux blonds/châtains, yeux clairs à bruns, parfois apparition 
de taches de rousseur  
- Phototype III: Peau intermédiaire, cheveux châtains / bruns, yeux  bruns. 
- Phototype IV: Peau mate, cheveux bruns / noirs, yeux bruns/ noirs. 
- Phototype V: Peau brun foncé, cheveux noirs, yeux noirs. 
Il existe deux types de mélanine: noire et rouge. Seule la noire (plus abondante chez les 
phototypes élevés) est protectrice vis-à-vis des UV car elle renvoie la lumière. D‘où les sujets de 
phototype I ou II sont plus à risque de développer un mélanome que les sujets ayant 
naturellement une peau mate ou pigmentée.225  
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1.4.3-  Nævi (grains de beauté) préexistants 
Le fait d‘avoir de nombreux grains de beauté évoque un risque subsidiaire de développement du 
mélanome, et en particulier si ces nævi présentent des atypies cliniques.224 Par contre la 
fréquence des mélanomes développés sur nævi préexistants est faible (20-30%). Les nævi les 
plus à risque de se transformer en mélanome malin sont les nævi congénitaux de taille supérieure 
à 5 cm. Ce risque est évalué entre 5 et 10%. La fréquence de transformation en mélanome malin 
des nævi congénitaux de petite taille est inconnue à ce jour. 
 
1.4.4- Immunosuppression  
Les receveurs de greffes d'organes subissent une immunosuppression à long terme pour éviter le 
rejet du greffon. Ces patients présentent un risque plus important de développement du 
mélanome par rapport à la population générale.68 Par exemple les receveurs d‘une transplantation 
rénale présentent un risque de développement du mélanome 3,6 fois plus important par rapport 
au reste de population non greffée.312 
Également dans le contexte de l‘immunosuppression, Silverberg et ses collègues ont montré que 
l‘infection par le VIH augmente la susceptibilité au développement du mélanome avec un risque 
relatif de 1,8.781 
 
1.4.5- Histoire personnelle de cancer pendant l’enfance 
Une analyse du risque de mélanome chez des survivants d‘un cancer infantile a révélé un rapport 
d‘incidence de 2,42.611 L'Institut National du Cancer recommande aux adultes survivant d‘un 
cancer développé pendant l‘enfance de réaliser un examen dermatologique annuel. 562 
 
1.4.6-  Histoire familiale (facteurs génétiques) 
10 % des mélanomes malins surviennent dans un contexte familial défini comme la survenue 
d‘au moins 2 mélanomes sur 3 générations. Certains gènes de prédisposition au mélanome ont 
été identifiés y compris CDKN2A, CDK4 et MC1R.225 
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1.5- Diagnostic du mélanome 
1.5.1- Examen clinique à l’œil nu    
Le mélanome est facilement auto-détectable par les patients vu qu‘il est pigmenté.512 
L'Asymétrie, la Bordure irrégulière, la Couleur hétérogène, et le Diamètre > 6mm (ABCD) sont 
des signes cliniques d'alerte pour distinguer le mélanome des grains de beauté bénins. Ces 
critères ont été développés dans les années 1980. Depuis lors, un E (Evolution du grain de 
beauté) et d'autres nouvelles approches de diagnostic ont été ajoutés.696 (Figure 3) 
Figure 3: Critères de détection du mélanome.852  
 
1.5.2- Dermoscopie  
La dermoscopie est une technique d'imagerie non invasive impliquant l'utilisation d'un dispositif 
portable (le dermoscope) qui permet de visualiser les structures cutanées épidermiques, dermo-
épidermiques et dermiques, accessibles et non accessibles à l‘œil nu.732, 740 
Le dermoscope est constitué d‘une lentille grossissante et d‘une source de lumière. Il peut être 
couplé à un système de capture et de traitement d‘image, permettant d‘augmenter le 
grossissement obtenu de 10 fois à 20 ou 30 fois. 
Les critères morphologiques pris en compte pour l‘analyse de l‘image dermoscopique sont: 
l‘aspect général de la lésion (couleur et forme), la texture du réseau pigmentaire, les 
caractéristiques morphologiques du contour de la lésion (asymétrie) et la présence d‘éléments 
spécifiques (pseudopodes, stries radiales). Ces critères morphologiques correspondent à des 
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structures anatomopathologiques spécifiques, faisant de la dermoscopie un lien entre l‘examen 
clinique et l‘examen anatomopathologique.520, 691 Partant de ce fait, cette technique a pu 
améliorer la précision du diagnostic du mélanome cutané (de 74% à 90% par rapport à l‘examen 
visuel), évitant ainsi les  biopsies inutiles de nævi bénins.868 
 
1.5.3- Photographies du corps entier (PCE) 
Cette technique est souvent utilisée chez les patients ayant un nombre élevé de nævi et / ou des 
nævi atypiques. Les photos sont utilisées au cours du suivi médical des patients afin d‘inspecter 
le changement ou l‘apparition de nouvelles lésions.190 
 
1.5.4- Microscopie confocale in vivo 
Cette technique non invasive utilise un laser de faible puissance qui crée une image 3D des 
structures de l'épiderme et du derme superficiel. Elle permet d‘aborder une approche plus ou 
moins histologique avec une sensibilité de 90% et une spécificité d'environ 86%.307 Ces 
approches de détection du mélanome ainsi que d‘autres nouvelles technologies sont détaillées 
dans le tableau 1. 
 
Tableau 1: Résumé des nouvelles technologies utilisées dans la détection du mélanome.510 
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2- Physiopathologie: progression du mélanome 
Deux critères décrivent la progression du mélanome et permettent de déterminer son pronostic. 
L‘indice de Breslow correspond à l‘épaisseur de la tumeur, et est exprimé en millimètres. Alors 
que le modèle de Clark détermine le niveau d‘invasion histologique de la tumeur durant la 
progression du mélanome.525 (Figure 4)   
 
2.1- Modèle de Clark 
2.1.1- Hyperplasie et formation d’un nævus bénin 
Dans le modèle de Clark, le premier changement phénotypique est la prolifération des 
mélanocytes au niveau de la membrane basale aboutissant au développement d‘un nævus bénin 
de couleur uniforme.120  
 
2.1.2-  Cytologie atypique et formation d’un nævus dysplasique 
La prochaine étape vers la formation du mélanome est l‘acquisition de l'atypie cellulaire dans un 
nævus dysplasique résultant d‘un nævus bénin préexistant ou d‘une nouvelle lésion. Les lésions 
moléculaires à ce stade de progression peuvent affecter la croissance cellulaire, la réparation de 
l'ADN et la mort cellulaire.525 
 
2.1.3-  Phase de croissance radiale 
Durant cette phase, les cellules acquièrent la capacité de proliférer latéralement dans l‘épiderme 
et de former des niches de cellules tumorales dans le derme papillaire établissant ainsi un 
mélanome in situ. Ceci se traduit cliniquement par l‘évolution d‘une tache pigmentée vers une 
plaque palpable formant un cercle imparfait.173, 525 Cette étape est caractérisée par la 
surexpression de la cycline D1.  
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2.1.4- Phase de croissance verticale 
Les lésions qui progressent vers cette phase acquièrent la capacité d‘invasion dermique pour 
former un nodule expansible envahissant le derme papillaire. Les cellules peuvent également 
s'étendre dans le derme réticulaire et l‘hypoderme, et sont capables de former des colonies sur 
l‘agar et des nodules de tumeurs après leur injection chez les souris nude.525 Durant cette phase, 
les changements qui ont lieu touchent principalement le microenvironnement tumoral pour 
favoriser l‘invasion cellulaire. Ces changements sont discutés en détails dans le chapitre suivant. 
 
2.1.5- Mélanome métastatique 
L‘étape finale de la progression du mélanome est la dissémination des cellules tumorales vers de 
nouvelles régions de la peau ou d‘autres organes. La dissémination est suivie de l‘établissement 
d‘une  niche où a lieu la prolifération des cellules de mélanome. Ces cellules sont capables de 
former des colonies sur l‘agar et de métastaser suite à leur implantation chez des souris nude.525 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Évènements biologiques et changements moléculaires durant la progression du mélanome.525 
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2.2- Voies de signalisation du mélanome et altérations moléculaires 
L'exposition intense au soleil des personnes génétiquement sensibles induit des dommages de 
l‘ADN du type transitions G>T (induites par l‘UVA) et C>T (induites par l‘UVB), conduisant à 
une variété de mutations observées dans le mélanome (Tableau 2).306, 424 Ces mutations touchent 
des gènes régulateurs de la croissance, du cycle cellulaire, de l‘adhésion intercellulaire, ainsi que 
des facteurs de transcription. Par conséquent, les mélanocytes peuvent proliférer et se propager 
dans l‘épiderme et le derme, conduisant à la formation d'un nævus qui peut progresser en 
mélanome.257, 525  
 
Tableau 2: Voies de signalisation du mélanome et altérations moléculaires correspondantes. 770 
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2.2.1- Voies de prolifération et de survie 
 
2.2.1.1- RAS/RAF/MEK/ERK 
 
Au niveau moléculaire, une activation anormale de la voie de signalisation MAPK/ERK stimule 
la croissance des cellules du mélanome.  
Des facteurs de croissance (HGF, PDGF, FGF et SCF) se lient aux récepteurs tyrosine kinase 
(RTK) transmembranaires et induisent une cascade de signalisation qui régule des cibles 
nucléaires comme les facteurs de transcription MITF891 et BRN-2246, les régulateurs du cycle 
cellulaire cycline D148, et p16INK4A258, et les enzymes MMP1325 et iNOS 174.460  
La cascade de signalisation de cette voie est composée de la petite GTPase RAS 
intramembranaire (HRAS, KRAS ou NRAS) et des kinases cytosoliques activées en aval RAF 
(ARAF, BRAF ou CRAF), MAP/ERK (MEK1 et MEK2) et MAPK (MAPK1 ou MAPK3; aussi 
connues comme ERK2 et ERK1).740  
Les mutations somatiques des membres de cette voie touchent à priori N-RAS (associée à 18% 
des mélanomes432) et BRAF (associée à 60% des mélanomes785 dont 80% disposent de la 
substitution de la valine en acide glutamique V600E) 138. (Figure 5)  
Ces mutations entraînent l‘activation constitutive des sérine-thréonine kinases et la prolifération 
des mélanocytes pour former un nævus. Les signaux induits par ces protéines mutées sont 
contrôlés en aval pour éviter d‘acquérir un caractère malin par les mélanocytes; en effet la 
mutation de BRAF chez des mélanocytes humains induit la sénescence cellulaire par l‘activation 
de l'inhibiteur de la kinase cycline-dépendante 4 A (INK4A). Or, une mutation de ce dernier 
empêche l‘arrêt du cycle cellulaire et ne protège plus d‘une croissance hyperplasique.  
Par conséquent, la mutation BRAF n‘est pas le facteur limitant dans la progression du mélanome, 
d‘autres lésions moléculaires s‘avèrent indispensables pour ce fait. Ceci peut justifier les 
fréquences similaires de la mutation BRAF entre un nævus bénin et un mélanome 
métastatique.525  
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2.2.1.2- PTEN et AKT  
Le locus PTEN du chromosome 10 est fréquemment affecté par une délétion homozygote dans le 
mélanome.267   
PTEN code pour une phosphatase qui inhibe la signalisation intracellulaire induite par une 
variété de facteurs de croissance. En présence de ces derniers, les taux intracellulaires de 
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) augmentent rapidement. Cette augmentation 
entraîne l'activation de la protéine kinase B (PKB, également appelée AKT) par phosphorylation. 
AKT activée phosphoryle et inactive les protéines stimulatrices de l‘apoptose et inhibitrices du 
cycle cellulaire, facilitant ainsi la prolifération et la survie des cellules.525 (Figure 5) 
PTEN contrôle les taux de PIP3; en son absence, les taux de PIP3 et d‘AKT phosphorylée 
(active) augmentent. L‘augmentation de l'activité d'AKT prolonge la survie cellulaire par 
l'inactivation de la protéine BAD (BCL-2 antagonist of cell death), augmente la prolifération 
cellulaire en stimulant l'expression de la cycline D1, et affecte de nombreux autres gènes de 
survie et du cycle cellulaire par le biais de l'activation du facteur de transcription FKHR 
(forkhead transcription factor).903 L‘expression d‘AKT peut être augmentée non seulement en 
l‘absence de PTEN mais également par des mutations qui causent l'amplification et la 
surexpression de cette protéine. 
La restauration de PTEN dans les mélanocytes murins en culture diminue la capacité des cellules 
à former des tumeurs.801 La suppression d'AKT3, un membre de la famille d'AKT, réduit la 
survie des cellules de mélanome et la progression des mélanomes humains implantés chez des 
souris nude immunodéficientes.802  
 
2.2.2- Cycle cellulaire 
Le cycle cellulaire comprend une machinerie sensible à des signaux externes comprenant des 
signaux mitogènes, des signaux de différenciation et d‘adhésion cellulaire. La dérégulation de ce 
cycle caractérise de nombreux cancers y compris le mélanome.278 
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2.2.2.1- CDKN2A 
Dans certains cas familiaux et sporadiques de mélanome, le locus CDKN2A est perdu par 
délétion homozygote d'une partie du chromosome 9.360 L'épissage alternatif des exons du locus 
CDKN2A engendre deux suppresseurs de tumeur distincts, INK4A et ARF.760 (Figure 5)  
2.2.2.1.1- INK4A: 
INK4A ou p16INK4a est une protéine qui inhibe la prolifération des cellules possédant un ADN 
endommagé ou des oncogènes activés, en bloquant le cycle cellulaire au  point de contrôle G1-S 
par l'inhibition des kinases cycline-dépendantes (CDK). 760 Les souris knock-out pour INK4A 
présentent un phénotype normal mais sont anormalement sensibles aux carcinogènes.754  
Les gènes qui codent pour CDK4 et la cycline D1, situés en aval d‘INK4A, sont également 
mutés chez certains patients. Ces cibles d‘INK4A agissent sous forme d‘un complexe qui 
favorise la progression du cycle cellulaire en phosphorylant la protéine du rétinoblastome (Rb) 
qui est un régulateur du cycle cellulaire.948 
2.2.2.1.2- ARF: 
ARF ou p14ARF est une protéine qui promeut l‘arrêt du cycle cellulaire ou la mort cellulaire après 
des dommages survenant à l‘ADN ou après une prolifération cellulaire aberrante due aux 
différents oncogènes ou à la perte de Rb.  Cette protéine participe aussi au contrôle des niveaux 
de la protéine p53 et ceci en séquestrant MDM2 (Mouse Double Minute 2) qui déclenche 
l‘ubiquitination de p53 et sa destruction par le protéasome. ARF provoque ainsi l‘accumulation 
de p53 et l‘arrêt du cycle cellulaire à la phase G2-M, ce qui permet la réparation de l'ADN 
endommagé ou l'induction de l‘apoptose.652 
In vitro, l'immortalisation des cellules se produit souvent avec la perte d‘ARF ou de p53.361 De 
plus, la déficience en ARF inhibe la sénescence induite par les oncogènes et augmente la 
susceptibilité des cellules à la transformation.761 Chez la souris, la carence en ARF accélère le 
développement du mélanome après l'exposition aux UVs.686 Ces données suggèrent que ARF 
facilite la progression du mélanome et que la basse fréquence des mutations du gène p53 dans ce 
cancer est en partie liée à la perte de l'ARF, qui rend la voie p53 inactive.760 
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2.2.2.2- Cycline D1 (CD1) 
Le gène de la cycline D1 (CCND1) est un gène de contrôle du cycle cellulaire amplifié dans 11-
18% des cas de mélanome.228, 306 L'activité de la cycline D1 est régulée positivement par les 
voies de signalisation oncogéniques et négativement par les inhibiteurs de CDK, les CKI. En 
effet la voie RAF-MEK-ERK contrôle la transcription de la cycline D1 par la liaison des facteurs 
de transcription ETS et AP-1 au promoteur du gène CCND1 activant ainsi le cycle cellulaire.380 
A l‘inverse, les CKI (tels que p16Ink4a) empêchent l'accès des complexes de CDK aux cyclines 
induisant ainsi l‘arrêt de la croissance ou la sénescence cellulaire.484, 762  
Les signaux activateurs induisent l'expression des cyclines D qui se lient et activent la CDK4 et 
CDK6 pendant la phase G1. L'activation du complexe cycline D / CDK4-6 inhibe les répresseurs 
de transcription de la famille Rb par phosphorylation.490 L‘inhibition de Rb favorise l'expression 
des cyclines E qui se lient et activent CDK2 par phosphorylation favorisant ainsi l'entrée en 
phase S du cycle cellulaire. Pendant la transition de la phase S à la phase G2, CDK2 est activée 
par les cyclines A. A la fin de la phase G2 les cyclines A activent CDK1 et lancent l'entrée en 
mitose, et la cycline B1 prend le relais le long de la mitose.306, 484 (Figure 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 5: Voies de signalisation dans le cas normal (a) et dans le mélanome (b).740 
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2.2.3- Facteurs de transcription et régulateurs épigénétiques 
 
2.2.3.1- Facteur de transcription associé à la microphtalmie (MITF) 
MITF a été défini comme le régulateur principal du développement des mélanocytes et leur 
différenciation.441 Les mutations touchant la fonction de MITF provoquent la perte de la lignée 
mélanocytaire. L‘amplification de MITF a été identifiée dans environ 15% des mélanomes.226 
Les cibles transcriptionnelles de MITF sont surtout des gènes spécifiques des mélanocytes et de 
la synthèse de mélanine tels que la tyrosinase, TRP-1, et   Melan-A;159, 243 et des gènes de 
régulation du cycle cellulaire, dont CDK2.158 En outre, l‘expression du facteur induit par 
l‘hypoxie (HIF1α) est apparemment stimulée par MITF et engendre la survie des tumeurs, 
l'angiogenèse et les métastases. Paradoxalement, l'expression de MITF est réduite dans des 
conditions hypoxiques dans les mélanocytes normaux ainsi que dans le mélanome via la liaison 
directe du répresseur de transcription DEC1, qui est activé par HIF1α, ce qui suggère une boucle 
de rétrocontôle négatif.82, 188 De même BCL2A1, une protéine anti-apoptotique de la famille 
BCL2, surexprimée dans les mélanomes MITFhigh semble être une cible de ce facteur de 
transcription. Cette protéine confère une résistance à l'inhibiteur de BRAF, sa suppression 
pourrait avoir un bénéfice clinique dans certains mélanomes.283, 770 
MITF est régulé par le facteur de transcription ATF2 dont l‘activité confère un mauvais 
pronostic au mélanome.756 Certaines voies telles que α-MSH/MC1R, WNT et MAPK, ainsi que 
certaines modifications post-traductionnelles telles que l'addition du peptide SUMO, contrôlent 
l'expression MITF. (Figure 6) La variante MITF (E318K) présente chez les personnes touchées 
de mélanome familial abolit le site de SUMOylation de MITF qui inhibe l‘activité 
transcriptionnelle de ce dernier.929 La structure cristalline de MITF a été déterminée récemment, 
ouvrant la voie à l'avenir au ciblage de ce facteur de transcription dans mélanome.650  
D‘autres régulateurs de la transcription comme Myc et la β-caténine nucléaire sont amplifiés 
dans le mélanome. Myc est un oncogène qui code pour un facteur de transcription alors que la β-
caténine est un médiateur nucléaire de la voie Wnt.396, 699 Des mutations de perte de fonction 
dans ARID1A et ARID2, composantes du complexe SWI / SNF de remodelage de la chromatine, 
ont été également rapportées dans des cas de mélanome cutané.306, 465 
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Figure 6: Différenciation mélanocytaire: l’axe MITF.199 
 
2.2.3.2- Régulateurs épigénétiques 
L‘hyperméthylation de gènes suppresseurs de tumeurs, y compris ceux qui sont impliqués dans 
la régulation du cycle cellulaire, la signalisation cellulaire, la transcription, la réparation de 
l'ADN et l'apoptose, a été constamment rapportée dans le mélanome. Straume et ses 
collaborateurs ont signalé une perte de l'expression de la protéine p16 par hyperméthylation du 
promoteur de CDKN2A dans 19% des mélanomes cutanés primaires et dans 33% des métastases. 
De même, l‘inactivation épigénétique du gène O6-méthylguanine-DNA méthyltransférase 
(MGMT) par hyperméthylation de son promoteur a été rapportée dans 34% des échantillons de 
mélanome. Outre l‘hyperméthylation, les profils d'expression génique ont révélé la perte 
d'expression de gènes suppresseurs de tumeur via la désacétylation réversible des résidus lysine 
des histones par les histones désacétylases (HDAC). Cette désacétylation touche CDKN1A ainsi 
que d‘autres protéines proapoptotiques de la famille BCL-2 telles que Bim, Bax, et Bak.733 
L‘ensemble de ces données démontrent que les événements génétiques et épigénétiques 
contribuent à l'initiation et la progression du mélanome. Ces événements sont régulés en partie 
par des ARNs non codants entre autres les microARNs qui ont été associés à plusieurs 
caractéristiques du mélanome, telles que la prolifération (miR-137, miR-221), la résistance à la 
mort cellulaire (miR-18b et miR26a), l'invasion et les métastases (miR-214, let-7a).733 
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3- Thérapies ciblant les cellules du mélanome 
Avant 2011, les patients atteints de mélanome avancé ou métastatique avaient un pronostic 
défavorable à long terme. Une meilleure compréhension de la biologie du mélanome a permis le 
développement de nouvelles thérapies ciblées.523 
 
3.1- Chirurgie 
Des modalités chirurgicales diverses sont utilisées pour le traitement du mélanome in situ: 
- L‘excision locale large: cette méthode consiste à l‘ablation de la tumeur diagnostiquée 
cliniquement avec une marge de tissu normal qui l‘entoure.297 La taille recommandée de la 
marge varie selon l‘épaisseur de la tumeur et son emplacement. Pour éviter l‘invasion du 
mélanome, l'excision avec au moins 0,5 cm de marges est recommandée. 839, 851 L‘académie 
Américaine de la dermatologie préconise des marges d'excision entre 0,5 et 1,0 cm, basées sur le 
diagnostic.49 La différence dans les marges d'exérèse chirurgicale (<1 cm vs ≥ 1 cm) n‘a aucune 
influence sur les taux de survie.536 A l‘heure actuelle l‘étude des marges appropriées pour le 
traitement du mélanome in situ reste un sujet de discussion entre des dermatologues. 49 
- L‘excision dépendante du stade: Le principe est identique à la première méthode, mais dans ce 
cas les tissus prélevés sont testés pour contrôler les marges. Si ces dernières présentent toujours 
des cellules tumorales, la fermeture définitive du lit de la plaie est retardée, et du tissu 
supplémentaire est chirurgicalement enlevé.297 
- La chirurgie micrographique de Mohs: cette méthode utilise des coupes congelées pour 
examiner toutes les parties de l‘épiderme. Cette technique peut être combinée avec des 
marquages d‘immunohistochimie visualisant les mélanocytes (tels que HMB-45, MEL-5, 
MITF240, et MART-1292, 377) pour mieux délimiter les marges chirurgicales.69 Le taux de récidive 
d‘un mélanome in situ après la chirurgie de Mohs est inférieur à 10%.297 
Contrairement au mélanome in situ, la chirurgie n‘est habituellement pas une option curative 
chez les patients atteints de mélanome métastatique. Néanmoins, en cas de propagation limitée 
aux tissus mous ou à un seul organe viscéral, la résection complète de la métastase est réalisable 
basée sur les caractéristiques de la tumeur précédemment identifiées.740 
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3.2-  Chimiothérapie 
Historiquement, le traitement systémique de patients atteints de mélanome avancé était centré sur 
la chimiothérapie avec la dacarbazine ou  d'autres agents alkylants, tels que le témozolomide, la 
fotémustine ou les taxanes.166 
La dacarbazine induit des taux de réponse jusqu‘à 25% sans aucun avantage sur la survie 
globale.755 Sa combinaison à des cytokines (interleukine-2 ou interférons) dans le cadre de 
biochimiothérapie, ou à d‘autres agents chimiothérapeutiques (cisplatine, vinblastine, vincristine, 
tamoxifène) dans le cadre de polychimiothérapies a amélioré le taux de réponses sans 
amélioration de la survie par rapport à la monochimiothérapie.108, 167 Les effets indésirables 
courants liés au traitement avec la dacarbazine sont des nausées et des vomissements gérables 
par des antiémétiques chez la plupart des patients.755 
Dans un essai de phase III, le traitement par le témozolomide, alternative orale à la dacarbazine, 
n'a pas amélioré la survie globale médiane chez les patients atteints de mélanome métastatique 
nouvellement diagnostiqué, par rapport à la dacarbazine.524 Toutefois, le témozolomide peut 
traverser la barrière hémato-encéphalique et est largement utilisé chez les patients présentant des 
métastases cérébrales.6 
La fotémustine a également montré une amélioration des taux de réponse par rapport à la 
dacarbazine, ainsi qu‘une tendance à l‘amélioration de la survie globale chez les patients atteints 
de métastases cérébrales dans un essai clinique de phase III.673 Bien qu‘elle soit utilisée dans 
certains pays de l'UE, la fotémustine n‘est pas encore approuvée par l‘agence Européenne des 
médicaments (EMA). 
Un essai plus récent de phase III a montré que les nanoparticules Paclitaxel liées à l'albumine 
(nab-P) ont amélioré de manière significative la survie médiane sans progression (PFS) par 
rapport à la dacarbazine, avec une tendance à l'amélioration de la survie globale médiane.296  
La tendance actuelle dans le traitement du mélanome métastatique consiste à combiner la 
chimiothérapie à d‘autres types de traitements plus ciblés, ainsi la chimiothérapie n‘est plus un 
traitement classique de première ligne mais une thérapie palliative lors de la progression du 
mélanome. 523 
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3.3- Thérapie ciblée 
Comme déjà énoncé, plusieurs mutations génétiques clés contribuent à l'incidence et la 
progression du mélanome. La voie MAPK/ERK peut être activée par plusieurs mécanismes liés 
au cancer y compris des mutations dans RAS, BRAF et MEK1, la perte du suppresseur de 
tumeur NF1, la liaison d'un ligand aux RTK, ou l'activation mutationnelle de ce récepteur. Ces 
altérations moléculaires conduisent à une prolifération cellulaire excessive par l'activation de 
ERK1/2.468, 656 Par conséquent, le ciblage de la cascade MAPK/ERK est d'intérêt dans le 
mélanome. Des inhibiteurs de BRAF et de MEK ont donc été développés.88 
 
3.3.1- Inhibiteurs de BRAF 
Avant l'approbation des inhibiteurs de BRAF, les patients atteints de mélanome et portant la 
forme mutée de BRAF présentaient un mauvais pronostic par rapport aux patients portant la 
forme sauvage de cette kinase.468  
Il est cependant crucial d‘examiner les tumeurs pour ce type de mutation avant d‘amorcer le 
traitement pour identifier les patients sensibles aux inhibiteurs de BRAF muté.107 En effet 
l‘utilisation de ces inhibiteurs chez des patients de mélanome portant la forme sauvage de cette 
kinase représente une contre-indication en raison de la possibilité de l‘activation de la voie 
MAPK/ERK.93 
 
3.3.1.1- Sorafénib 
Sorafénib (BAY 43-9006) est un inhibiteur non-sélectif de kinases multiples développé contre 
RAF1 mais qui cible encore BRAF-V600E d‘une façon dix fois moins puissante.286, 895 Les 
investigations mécanistiques suggèrent que Sorafénib se lie à la conformation inactive des 
kinases RAF, mais n‘inhibe pas efficacement l‘activation d‘ERK.198, 894 
Sorafénib n‘a pas montré une efficacité significative en monothérapie dans le mélanome 
probablement en raison de l'antagonisme du récepteur VEGFR.170, 683 Ainsi, des inhibiteurs plus 
puissants et sélectifs de la kinase RAF ont été développés pour des applications cliniques dans le 
mélanome.199 
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3.3.1.2- Vémurafénib (Zelboraf ®) 
Vémurafénib (PLX4032) est un inhibiteur puissant de BRAF approuvé par la FDA pour le 
traitement des patients atteints de mélanome métastatique portant la mutation BRAFV600E.107, 
523  
PLX4032 a été développé avec la structure cristalline de BRAF-V600E en tant que matrice afin 
de générer un inhibiteur de la conformation active de cette kinase.378, 915 Les tests sur la kinase 
RAF ont montré que PLX4032 et ses analogues étaient capables d‘inhiber BRAF V600E, la 
forme sauvage de BRAF ainsi que RAF1 à des concentrations similaires.850  
Les essais cliniques de phase I ont révélé que le traitement par vémurafénib a induit la 
stabilisation de la maladie, ainsi que la régression marquée du mélanome chez certains cas 
portant la forme mutée BRAF V600E.197  
Le taux de réponse objective en phase II a augmenté de 19% à 53% par rapport à la dacarbazine, 
et la durée moyenne de la réponse a été prolongée de 2,7 à 6,7 mois.795  
L'essai clinique de phase III réalisé en 2011 a rapporté un taux de réponse de 48% lorsque les 
patients ont été traités avec le vémurafénib, par rapport à un taux de 5% avec le traitement par la 
dacarbazine, avec une survie médiane sans progression estimée à 5,3 mois chez le groupe traité 
par le vémurafénib par rapport à 1,6 mois chez le groupe traité par la dacarbazine.107, 311 
Des données actualisées sur le traitement par vémurafénib ont été publiées en mars 2014. Dans 
cette étude 83 patients de mélanome BRAF muté traités par la dacarbazine (25 %) ont bénéficié 
d‘un traitement avec le vémurafénib. La médiane de survie était significativement améliorée 
dans le bras vémurafénib, 13,6 mois versus 9,7 mois pour la dacarbazine.511 
Les effets secondaires du vémurafénib les plus fréquemment rapportés sont la photosensibilité, le 
développement de carcinomes cutanés épidermoïdes, de kératoacanthomes, les arthralgies, le 
rash cutané, et parfois l‘apparition de nouveaux mélanomes.511 
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3.3.1.3- Dabrafénib (Tafinlar®) 
Un second inhibiteur de BRAF, dabrafénib (ou GSK2118436), a également gagné l'approbation 
de la FDA en 2013, pour le traitement des mélanomes exprimant les variantes BRAF V600E ou 
BRAF-V600K.27 
En 2012, l‘étude de phase I réalisée sur 156 patients atteints de mélanome métastatique muté 
BRAF a signalé une réponse de 69% suite à l‘administration de la dose maximale tolérée. Il est 
intéressant de noter que neuf sur dix patients porteurs de métastases cérébrales, avaient montré 
une réponse tumorale intracrânienne.187 
L‘étude de phase II publiée en 2013 a été réalisée sur 76 patients porteurs d‘une mutation BRAF 
V600E et 16 patients mutés V600K. 59 % des patients mutés BRAF V600E avaient une réponse 
partielle ou complète et 16 % d‘entre eux avaient une maladie stable. Pour les patients mutés 
V600K, 13 % avaient une réponse partielle ou complète et 44 % ont rapporté une stabilité de la 
maladie. Il est intéressant de noter que dans le groupe V600E, la survie sans progression était de 
6,3 mois alors qu‘elle était de 4,5 mois dans le groupe V600K.27 
Dans l‘essai de phase III, des patients atteints de mélanomes stades III ou IV non opérables 
étaient randomisés pour recevoir un traitement par dabrafénib (187 patients) ou par la 
dacarbazine (63 patients). La survie médiane sans progression était de 5,1 mois dans le bras 
dabrafénib et de 2,7 mois dans le bras dacarbazine.285 
Les effets secondaires les plus courants pour le dabrafénib (déduits de cinq études cliniques) 
étaient l‘hyperkératose, les maux de tête, l‘arthralgie et la fièvre.824    
Comme pour le vémurafénib, plusieurs patients traités par le dabrafénib ont également développé 
un kératoacanthome, un carcinome épidermoïde de la peau. La croissance de ces lésions au début 
et au cours du traitement semble être la conséquence d'un effet stimulateur des inhibiteurs 
sélectifs de BRAF sur l'activité de la voie ERK dans les cellules WT pour BRAF.291, 654, 815  
Le LGX818, un autre inhibiteur puissant de BRAF est actuellement en développement. Cet 
inhibiteur a montré des résultats prometteurs dans les premiers essais cliniques; une étude de 
phase III est en cours.168, 814  
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L‘émergence des inhibiteurs de BRAF dans l‘arsenal thérapeutique du traitement du mélanome 
de stade avancé constitue une véritable révolution thérapeutique vu la rapidité impressionnante 
de la réponse à ce traitement. Cependant, la durabilité de cette réponse est limitée dans le temps 
en raison de la résistance, la rechute et la progression ultérieure de la maladie.763, 876 Les essais 
cliniques en phase III ont montré qu‘environ 50% des patients traités avec le vémurafénib ou le 
dabrafénib rechutent dans les 6-7 mois après le début du traitement.287, 511 Les mécanismes 
complexes de résistance peuvent être divisés en trois groupes : 
- Réactivation de la voie RAS-RAF-MEK-ERK par l‘émergence de clones portant des 
mutations activatrices de NRAS ou MEK 
- Activation de la voie de survie cellulaire PI3K/Akt par délétion du gène suppresseur de 
tumeur PTEN, et  inhibition de l‘apoptose médiée par Bim   
- Modulation du microenvironnement tumoral  
Certaines résistances peuvent être retardées par le «crossover» ou la combinaison de thérapies 
ciblées, d‘autres requièrent le ciblage du microenvironnement tumoral.714 
 
3.3.2- Inhibiteurs de MEK 
BRAF activé phosphoryle et active les kinases MEK 1 et 2 qui à leur tour activent ERK, 
aboutissant ainsi à la prolifération et la survie des cellules tumorales. Tramétinib est un inhibiteur 
administré oralement hautement sélectif des kinases MEK 1 et 2.375 Ce médicament a reçu 
l‘approbation de la FDA et l‘EMA pour le traitement du mélanome avancé muté BRAFV600.  
Un essai de phase I publié en 2012 sur 36 patients de mélanome métastatique muté BRAF a 
montré que sur 30 patients naïfs au traitement, le taux de réponse objective était de 33 % avec 
une survie sans progression de 5,7 mois. Quatre de six patients ayant déjà reçu un inhibiteur de 
BRAF ont présenté une maladie stable sous traitement.186 
Un essai de phase II publié en 2013 a comparé le tramétinib en monothérapie chez des sujets 
BRAF mutés naïfs (57 patients) ou précédemment traités par un inhibiteur de BRAF (40 
patients). Parmi les patients naïfs, 24 % présentaient une réponse objective et 51 % une maladie 
stable avec une médiane de survie sans récidive de 4 mois. Parmi les prétraités, aucune réponse 
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objective n‘a été obtenue et 28 % des patients avaient une maladie stable avec une médiane de 
survie sans récidive de 1,8 mois.375  
Dans un essai de phase III, comparant le tramétinib à la chimiothérapie, 322 patients mutés 
V600E ou V600K étaient randomisés (ratio 2:1). La survie sans progression et le taux de réponse 
objective étaient respectivement de 4,8 mois et de 22% dans le groupe tramétinib versus 1,5 mois 
et 8% dans le groupe chimiothérapie.200 
Les effets secondaires principaux du tramétinib sont une éruption acnéiforme, la fatigue, la 
diarrhée et des œdèmes périphériques.375 
 
3.3.3- Inhibiteurs de cKIT 
cKIT est le récepteur du SCF (stem cell factor), leur liaison contrôle plusieurs voies de 
signalisation intracellulaires impliquées dans le développement des mélanocytes, dont les voies 
MAPK/ERK et PI3K/Akt. L‘imatinib est l‘inhibiteur de KIT utilisé chez des patients de 
mélanome porteurs d‘une mutation ou d‘une amplification de KIT. Le nilotinib et le dasatinib 
sont deux autres inhibiteurs de KIT utilisés dans la leucémie myéloïde chronique et qui sont 
encore en étude dans le mélanome.714  
 
Les différents essais de phase II sur l‘imatinib chez des patients de mélanome présentant une 
aberration de cKIT (mutation ou amplification) ont montré un taux de réponse global de l‘ordre 
de 20 % avec une survie globale médiane de l‘ordre d‘un an.96, 268, 305  
 
Cependant, comme pour les autres thérapies ciblées, les patients développent une résistance dont 
les mécanismes sont encore peu connus. Certains résultats suggèrent une activation de la voie 
PI3K,774 d‘autres la survenue d‘autres mutations au niveau du récepteur KIT.843 Mais ce qui reste 
toujours évident c‘est le rôle du microenvironnement d‘où l‘importance de la compréhension des 
mécanismes qui régulent non seulement la cellule tumorale mais aussi la niche qui l‘entoure. Des 
stratégies associant des inhibiteurs ciblant la cellule tumorale et son microenvironnement 
pourraient apporter un large intérêt aux patients qui présentent un risque important de rechute. 
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II. Microenvironnement du mélanome 
 
Bien que le cancer ait longtemps été considéré comme une maladie étroitement liée aux 
mutations génétiques de la cellule tumorale277, le rôle de son microenvironnement a été de plus 
en plus démontré au cours de ces dernières années276. En effet, le microenvironnement tumoral 
peut fournir des signaux promoteurs ou à l‘inverse suppresseurs de tumeur contrôlant l‘initiation 
et la progression tumorales, ainsi que la réponse aux thérapies.381 
Le microenvironnement tumoral est composé de cellules stromales et de la matrice 
extracellulaire qu‘elles produisent. Les cellules stromales comprennent les cellules endothéliales, 
les péricytes, les fibroblastes et les cellules immunitaires. Ces cellules sont génétiquement stables 
(contrairement aux cellules tumorales) mais sensibles aux régulations épigénétiques.319  
La compréhension des mécanismes moléculaires qui régulent les interactions entre les cellules 
cancéreuses malignes et les cellules bénignes du stroma tumoral représente un défi majeur dans 
la recherche sur le cancer ainsi que la mise en place de thérapies innovantes.373 
 
1- Composantes du stroma tumoral et rôle dans l’invasion et la 
dissémination du mélanome 
 
1.1- La matrice extracellulaire 
L'une des premières étapes dans la formation d'un microenvironnement tumoral est le 
remodelage de la matrice extracellulaire.373 
La matrice extracellulaire (ECM) est constituée de fibres protéiques (ex: collagène, élastine), des 
glycosaminoglycanes (ex: acide hyaluronique), des protéoglycanes (ex: héparane sulfate), et 
d'autres glycoconjugués structuraux (ex: fibronectine, laminine). Beaucoup de ces composants 
sont synthétisés par les fibroblastes qui dans le cancer se transforment en myofibroblastes et 
sécrètent des protéines, les métallo-protéases (MMP) qui induisent la dégradation et le 
remodelage de l‘ECM permettant ainsi l‘invasion des cellules cancéreuses et les métastases.63  
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1.1.1- Les intégrines 
Les intéractions entre les cellules tumorales et les macromolécules de la matrice extracellulaire 
sont médiées par les intégrines qui sont des hétérodimères formés par l'association non covalente 
de deux sous-unités transmembranaires α et β.314 Leurs domaines extracellulaires se lient aux 
différentes macromolécules de l‘ECM, alors que leurs domaines intracellulaires sont reliés 
directement ou indirectement au cytosquelette d'actine.25 De ce fait les intégrines servent de 
récepteurs de signalisation bidirectionnelle régulant d‘une part l‘expression génique et l‘activité 
protéique, et d‘autre part l‘adhésion à la surface cellulaire.235 Elles contrôlent alors divers effets 
biologiques tels que la prolifération, la survie et l‘invasion cellulaire.64 
Plusieurs preuves expérimentales documentent l'importance des intégrines α2β1, α3β1et αvβ3 
dans la progression du mélanome.191 En effet, les intégrines β1 ont été impliquées dans la 
migration et l'invasion cellulaire du mélanome.514 De même, l‘intégrine αvβ3 a été associée à un 
potentiel invasif des cellules de mélanome et à leur progression de la phase de croissance radiale 
à la phase de croissance verticale de la tumorigenèse.317, 751 L‘intégrine αvβ3 joue également un 
rôle crucial dans l'angiogenèse tumorale, ainsi que dans la migration trans-endothéliale des 
cellules de mélanome participant ainsi au processus métastatique.780, 875 
 
1.1.2- Les facteurs de croissance 
Les facteurs de croissance servent d‘un moyen de communication indirect entre les cellules de 
mélanome et les cellules voisines. Ces facteurs peuvent agir d‘une manière autocrine pour 
stimuler la prolifération et l‘invasion des cellules de mélanome, ou d‘une manière paracrine en 
agissant sur la prolifération des fibroblastes et l'angiogenèse.426  
Certains facteurs de croissance sont exprimés de manière constitutive par le mélanome de stade 
avancé, et jouent un rôle important dans la croissance et l‘invasion tumorales.43 Parmi ces 
facteurs, le PDGF s‘avère important pour l‘organisation du stroma, en particulier la production 
de la matrice extracellulaire.201 Il est également capable d'induire l'angiogenèse par la stimulation 
du VEGF.180 Le VEGF pourrait agir en stimulant la croissance des cellules endothéliales mais 
aussi la migration, l'invasion et la formation des tubes vasculaires.782 
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1.1.3- Le collagène  
Le collagène est un hétérotrimère composé de trois chaînes codées par des gènes distincts. 
Chaque chaîne comporte des domaines collagéniques interrompus à plusieurs reprises par des 
séquences non collagéniques (NC), ainsi qu‘un court domaine N-terminal et un domaine C-
terminal non collagénique appelé NC1. 62, 321 Des études immunohistochimiques ont mis en 
évidence la présence de plusieurs types de collagène dans la membrane basale.618  
Le collagène de type IV est le collagène le plus abondant dans la membrane basale. Il participe à 
la diffusion et la migration des cellules de mélanome. 110 
Le collagène de type XVIII est localisé dans la membrane basale de l'épithélium vasculaire.274 Le 
clivage par des protéases (MMP7, cathepsine L, élastase pancréatique194) de son domaine NC1 
génère un fragment de 28 kDa, l‘endostatine qui a des propriétés anti-angiogéniques et 
antitumorales puissantes en particulier dans le cadre du mélanome.376, 499, 579, 687 
Le collagène de type XV est structurellement homologue au collagène de type XVIII.445 Il 
présente une forte expression dans le cœur, les muscles squelettiques et le placenta, comme il est 
localisé également dans la membrane basale des capillaires.171 Le collagène de type XV contient 
dans son domaine NC1 une séquence restine, montrant une homologie structurale avec 
l‘endostatine et présentant également une activité anti-angiogénique. 310, 678 
Un autre type de collagène, le type XIX, a été décrit dans la membrane basale des cellules 
épithéliales vasculaires, neuronales, et mésenchymateuses. Hormis son rôle dans les intéractions 
de la membrane basale avec le stroma, aucun rôle précis n‘a été attribué à ce type de collagène. 
Néanmoins, son implication dans les processus angiogéniques a été sugérée.556 
 
1.1.4- L’élastine  
L‘élastine est la principale composante des fibres élastiques, elle est synthétisée par les 
fibroblastes sous forme du précurseur tropoélastine. L‘élastine est résistante à la plupart des 
enzymes protéolytiques sauf l‘élastase et certaines MMP. L'interaction entre les peptides dérivés 
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de la dégradation de l'élastine (EDP) et les différents types cellulaires peut déclencher diverses 
réactions biologiques notamment dans les cellules cancéreuses.407  
Certaines études suggèrent que les fragments protéolytiques de l‘élastine favorisent l‘invasion 
des cellules du mélanome par la liaison au récepteur S-gal de l‘élastine.573 Ceci est en accord 
avec les observations cliniques qui rapportent une association entre la dégradation de l‘élastine 
dans le mélanome et les taux de mortalité élevés.189 De même, l'expression du récepteur S-gal 
serait plus importante au niveau du site de l'invasion de mélanome, et associée à une forte 
expression des métalloprotéases matricielles MMP.407   
 
1.1.5- Les Protéoglycanes 
Les protéoglycanes sont également des composantes de la membrane basale, ils lui confèrent des 
propriétés telles que l'augmentation de l'hydratation, la perméabilité sélective et la capacité de 
lier et stocker les facteurs de croissance. Ils gardent également l'intégrité de la membrane basale, 
et la protègent contre la dégradation protéolytique.841 
Les protéoglycanes sont constitués d'une protéine liée à des dérivés sulfatés de sucre, les 
glycosaminoglycanes, en particulier, au niveau des résidus Sérine / Thréonine.618 
Le protéoglycane majeur des membranes basales est le perlécane. Il peut être synthétisé par 
plusieurs types cellulaires y compris les cellules épithéliales, fibroblastiques, et endothéliales, et 
les cellules de mélanome ou de carcinome.337 
La principale propriété du perlécane est de lier les autres composants des membranes basales 
telles que le collagène IV, et les laminines, et de promouvoir ainsi la progression tumorale.310, 841 
Le perlécane renforce la croissance et l'invasion des cellules tumorales in vitro par sa capacité à 
capturer et stocker les facteurs angiogéniques tels que FGF-2.337 Une expression accrue du 
perlécane a été rapportée dans le mélanome métastatique125, sa suppression  par des ADNc 
antisens freine la prolifération, l'invasion des cellules du mélanome ainsi que l'angiogenèse et la 
croissance tumorale in vivo.3, 759 
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1.1.6- Les laminines 
Les laminines sont une grande famille de glycoprotéines hétérotrimériques principalement 
localisées dans la membrane basale. Elles sont composées de trois chaînes polypeptidiques 
génétiquement distinctes α, β et γ associées par des ponts disulfures pour former une hélice. La 
diversité de ces chaînes génère des isoformes différents qui sont spécifiques aux tissus.127  
Au cours de leur invasion, les cellules du mélanome perforent la membrane basale par la 
dégradation protéolytique de la laminine en peptides. Ces derniers peuvent à leur tour 
promouvoir l‘invasion des cellules tumorales par l‘induction de métallo-protéases matricielles 
MMP.406 
 
1.1.7- L’ostéopontine 
L'ostéopontine (OPN) est une phosphoglycoprotéine riche en acide sialique, qui  facilite les 
interactions entre les cellules tumorales et l‘ECM et favorise la progression du cancer.403 
Après sa liaison aux intégrines cellulaires, l‘OPN active les voies de survie entre autres la voie 
PI3K et ceci en s‘opposant à l‘activité de PTEN qui est un inhibiteur de la voie PI3K, contribuant 
ainsi à la progression du mélanome.605 La surexpression de l‘OPN a été décrite dans le 
mélanome métastatique en comparaison avec des nævi bénins. Son inhibition par des siRNA ou 
son invalidation dans des modèles OPN-/- de souris réduit la prolifération et l‘invasion cellulaire 
et limite la croissance tumorale.60, 403  
 
1.1.8- L’ostéonectine 
L‘ostéonectine ou SPARC (protéine acide sécrétée riche en cystéine) est une glycoprotéine 
impliquée dans les interactions entre les cellules tumorales et leur microenvironnement.67, 117 
En ce qui concerne le mélanome, il semble que l'expression de SPARC est fortement corrélée 
avec l‘état clinique des individus. En effet, une expression modérée de cette protéine a été 
observée dans les nævi néoplasiques, elle s‘accentue dans les mélanomes primaires et 
métastatiques.430 La surexpression de SPARC a été associée à une augmentation de la densité 
vasculaire, du recrutement des cellules stromales, de l‘invasion médiée par la cathépsine B et de 
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la croissance cellulaire.239, 655 Son inhibition stimule l‘expression de la E-cadhérine, l‘arrêt du 
cycle cellulaire à la phase  G2 / M, et l‘inhibition de la croissance tumorale par l'activation des 
suppresseurs de tumeur p53 et p21.192, 786 
 
1.1.9- La ténascine C  
La ténascine C (TNC) est une glycoprotéine de l‘ECM impliquée dans la régulation de la 
migration cellulaire, la prolifération, l'invasion et l'angiogenèse. Les premières études réalisées 
sur des cellules de mélanome ont démontré le rôle essentiel de cette protéine dans l‘adhérence 
cellulaire médiée par l‘intégrine et dans la réorganisation de l'ECM métastatique.213  
D‘autre part, les études réalisées en immunohistochimie sur des coupes de mélanome primaire 
ont établi le rôle fondamental de la ténascine C dans le pronostic de ce cancer.333 En effet, 
l‘expression de la TNC a été positivement corrélée avec l‘épaisseur de la tumeur et les 
métastases dans les ganglions lymphatiques sentinelles.359 En outre, la TNC a été également 
identifiée dans le sérum de patients atteints de mélanome de stade avancé ce qui permet de 
l‘utiliser comme un marqueur circulant dans le diagnostic du mélanome.638 
Quant à la régulation de la ténascine C, il a été démontré que le TGF-β1 produit par les cellules 
de mélanome est capable d‘induire l‘expression de la TNC qui à son tour contribue à la 
rénovation du stroma et à la croissance / survie des cellules tumorales.44 
 
1.1.10- CCN3 
CCN3 est une protéine de la matrice extracellulaire qui régule principalement la prolifération des 
fibroblastes dans le microenvironnement tumoral.212  
Des études en immunohistochimie réalisées sur des lésions de mélanome ont démontré que la 
régulation de CCN3 est strictement corrélée à l'épaisseur de la tumeur.857 D‘autres études 
réalisées sur des lignées cellulaires de mélanome métastatique ont montré que la surexpression 
de CCN3 induit l'expression de la laminine et des récepteurs aux intégrines α7β1 et αvβ5, 
modifiant l‘adhérence et contribuant ainsi à la progression du mélanome.215 
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Ces données sont en contraste avec des études qui ont montré une activité anti-tumorale de 
CCN3. En effet, lorsque l'expression de CCN3 dans les mélanocytes est inhibée, une série 
d'événements a lieu évoquant une transformation néoplasique.212 Or la ré-expression de CCN3 
dans ces cellules apporte une réduction de leur capacité invasive.214  
 
1.1.11- Les métalloprotéinases matricielles (MMP)  
Les métalloprotéinases participent au dialogue entre les cellules du mélanome et les cellules 
stromales pour contrôler l‘invasion de la matrice extracellulaire.  Par exemple, la sécrétion de la 
MMP-13 par les fibroblastes active la MMP-1 produite par les cellules du mélanome, ce qui 
facilite la pénétration de ces dernières dans les matrices de collagène in vitro.41 
Les MMP interviennent sur différents niveaux de la progression tumorale, en effet certaines 
MMP telles que MMP-9 sont associées à l‘initiation de la dégradation matricielle et ne sont 
exprimées que pendant les phases précoces de la progression du mélanome.861 D‘autres MMP 
telles que MMP-2 et MT1-MMP interviennent au niveau de l'angiogenèse, phénomène qui 
nécessite la protéolyse de la matrice extra-cellulaire et la migration des cellules endothéliales.809  
En outre, certaines MMP telles que MMP-2 agissent sur le plan de l‘invasion et des 
métastases.309, 574  En effet, la surexpression de  MMP-2 a été corrélée avec le potentiel 
métastatique dans des modèles de xénogreffe des cellules de mélanome in vivo, et sa déficience 
dans des modèles murins a réduit la formation de métastases expérimentales.340 En ce qui 
concerne les tumeurs mélanocytaires humaines, une corrélation négative a été rapportée entre 
l‘expression de MMP-2 et les taux de survie.309 Alors qu‘une corrélation positive entre la 
progression tumorale et les métalloprotéases MMP-1et -3, MT1-MMP, MT2-MMP et MT3-
MMP a été signalée.7, 569, 587 
L‘activité des MMP est contrôlée par leurs inhibiteurs TIMP qui réduisent la capacité 
métastatique des cellules de mélanome. Par exemple, la protéine recombinante TIMP-2 inhibe la 
protéolyse médiée par les cellules tumorales, la croissance tumorale et les métastases 
pulmonaires.142 D‘autres facteurs tels que certaines cytokines (IL-8, IL-1β, TNF-α) et molécules 
d‘adhérence (CD44, intégrines αv β3 et α 2β1) sont également impliqués dans la régulation de 
l‘expression, l‘activité et la localisation des MMP.718  
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1.2- La composante cellulaire 
 
 
Figure 7: Une variété de cellules stromales soutient la formation d’une niche tumorale primaire.671 
 
1.2.1- Les kératinocytes 
Dans une peau saine, les kératinocytes résident conjointement avec les mélanocytes avec un ratio 
bien déterminé: un mélanocyte pour 35 kératinocytes. Cette homéostasie est conservée  grâce 
aux intéractions cellulaires médiées par les molécules d‘adhésion telles que l‘E-cadhérine. 831  
Les cadhérines sont constituées de trois domaines: le domaine extracellulaire qui facilite la 
liaison homotypique avec les cadhérines des cellules voisines, le domaine transmembranaire qui 
sert à l‘ancrage de la protéine à la membrane, et le domaine intracellulaire qui interagit avec les 
caténines pour initier la signalisation cellulaire. Ainsi les cadhérines permettent la liaison au 
cytosquelette d'actine, l'entretien des contacts avec les cellules adjacentes et le maintien de 
l‘homéostasie observée dans le microenvironnement épidermique non-transformé.433 
Pendant la mélanomagenèse, les mélanocytes présentent une perte de l‘expression de l‘E-
cadhérine concomitante avec une expression accrue de la N-cadhérine et de l'intégrine αvβ3.9 
Ces changements d‘expression ont été observés dans des cultures en deux dimensions de 
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mélanocytes seuls. Cependant des essais de co-culture avec des kératinocytes inversent ces 
profils d‘expression, et soulignent l‘importance de ces cellules dans le contrôle du mélanome.858  
Ce « switch » de la E- à la N-cadhérine permet aux cellules de mélanome de créer des 
interactions homotypiques avec des cellules exprimant la N-cadhérine telles que les fibroblastes 
et les cellules endothéliales. La N-cadhérine accorde des propriétés de survie aux cellules de 
mélanome et ceci par la répression de facteurs pro-apoptotiques comme Bad, et par l‘activation 
de la voie PI3K.318, 446A l‘inverse,  la E-cadhérine empêche la progression tumorale en inhibant 
la voie β-caténine qui favorise la prolifération en induisant la transcription des gènes régulateurs 
de la croissance et de la survie tels que c-Myc, cycline D1, et MITF.252, 422, 893 
La perte de l‘expression de la E-cadhérine dans les mélanocytes a été associée à une régulation 
positive de ses répresseurs Snail38, 87 et Slug54. Sa réintroduction dans des cellules de mélanome 
les rend moins mobiles, probablement par un mécanisme réglé par les kératinocytes.316  
 
1.2.2- Les fibroblastes 
La croissance tumorale ne peut être maintenue, sauf en présence des fibroblastes qui sont la 
source principale des composants de la matrice extracellulaire. (Figure 7) 
La participation des fibroblastes à la croissance et la progression du mélanome se produit en 
plusieurs étapes718: 
1- Recrutement des fibroblastes résidents, ou de leurs précurseurs mésenchymateux circulants.  
2- Activation et prolifération des fibroblastes recrutés. Les fibroblastes, suite à leur activation, 
produisent des facteurs de croissance, tels que l'IGF1, SF, bFGF et TGF-β.  
3- Différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, ou en fibrocytes qui sécrètent la 
composante fibrillaire de matrice extracellulaire et contribuent à la formation du stroma 
desmoplastique qui caractérise de nombreux cancers avancés. 
Les myofibroblastes sont identifiables, en autre, par l‘expression de l‘α-SMA (α-Smooth Muscle 
Actin). Ils sont rares dans les tissus sains, mais prolifèrent en présence de plaies ou 
d'inflammation chronique pour favoriser la réparation tissulaire. Les myofibroblastes participent 
à la progression tumorale en favorisant la prolifération cellulaire, l'angiogenèse, l'invasion et les 
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métastases. L‘activité protumorale des myofibroblastes a été mise en évidence  par la 
transplantation de fibroblastes associés au cancer avec des cellules cancéreuses chez la souris, et 
encore par la perturbation génétique et pharmacologique de leurs fonctions chez des souris 
portant des tumeurs.643, 681  
 
1.2.3- La vascularisation et l’angiogenèse 
L‘angiogenèse est un facteur extrinsèque nécessaire à la nutrition et la croissance des cellules 
tumorales. (Figure 7) Elle implique les cellules endothéliales et les péricytes qui les soutiennent. 
L‘inhibition de l'angiogenèse réduit la biodisponibilité des facteurs de croissance mitogéniques 
provenant du sang et limite la progression tumorale. 
 
1.2.3.1- Les cellules endothéliales : 
Les mécanismes du développement, de la différenciation et de l'homéostasie des cellules 
endothéliales composant les artères, les veines et les capillaires ont commencé à être bien 
déterminés dans les années 2000.  
Au cours de la dernière décennie, un réseau de voies de signalisation interconnectées (par 
exemple Notch, Neuropilin, Robo, et Eph-A / B) a été ajouté aux signalisations VEGF, 
angiopoïétine, et FGF déjà connues. Ces voies nouvellement caractérisées ont été 
fonctionnellement impliquées dans l'angiogenèse et le développement tumoral.92 
Les études des profils de l'expression génique des marqueurs exprimés à la surface  des cellules 
endothéliales de la lumière vasculaire, ont révélé une différence entre les cellules endothéliales 
normales et celles associées à la tumeur. La connaissance des différences dans la signalisation et 
le profil transcriptomique de ces cellules peut conduire au développement de nouvelles thérapies 
qui ciblent sélectivement les cellules endothéliales associées à la tumeur.558, 719 
 
1.2.3.2- Les péricytes : 
Les péricytes sont des cellules mésenchymateuses spécialisées possédant des projections qui 
entourent les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Dans les tissus normaux, les 
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péricytes fournissent des signaux paracrines de soutien à l'endothélium normalement au repos. 
Ainsi, l'angiopoïétine-1 sécrétée par les péricytes transmet des signaux antiprolifératifs de 
stabilisation qui sont reçus par le récepteur Tie2 exprimé à la surface des cellules endothéliales; 
certains péricytes produisent également des niveaux faibles de VEGF qui possède une fonction 
trophique assurant l'homéostasie endothéliale. Les péricytes collaborent également avec les 
cellules endothéliales pour synthétiser la membrane basale vasculaire qui ancre ces deux types 
cellulaires et aide les parois vasculaires à résister à la pression hydrostatique de la circulation 
sanguine.42, 218 
La perturbation génétique et pharmacologique du recrutement et de l'association des péricytes a 
démontré l‘importance fonctionnelle de ces cellules dans le support de l‘endothélium tumoral. 
En effet, l'inhibition pharmacologique de la signalisation via le récepteur de PDGF exprimé par 
les péricytes tumoraux réduit la couverture des vaisseaux tumoraux par ces cellules, ce qui 
déstabilise l'intégrité et la fonction vasculaire et limite la progression tumorale. 218, 643 Autrement, 
une hypothèse intrigante suppose que la vascularisation ayant une couverture péricytaire faible 
pourrait permettre une pénétration des cellules cancéreuses dans le système circulatoire, facilitant 
la dissémination tumorale.231, 684 
 
1.2.4- Les cellules inflammatoires et immunocompétentes 
Comme déjà énoncé le mélanome n‘est pas simplement une maladie cellulaire dans laquelle une 
série de mutations oncogéniques mène à la prolifération. Sa progression dépend du 
microenvironnement tumoral et en particulier de la réponse immunitaire de l‘hôte. Le mélanome 
est un cancer immunogène capable d‘évoquer des réponses immunitaires humorales et 
cellulaires. La phase de croissance radiale du mélanome primaire est régulièrement associée à 
une réaction lymphocytaire dermique importante, induisant parfois la destruction partielle de la 
tumeur.405 L'expansion clonale des lymphocytes T prélevés à partir de ces lésions montre qu‘ils 
sont cytotoxiques in vitro pour les cellules de mélanome autologues.193 La réaction 
lymphocytaire est moins marquée durant la phase de croissance verticale du mélanome primaire, 
toutefois elle est corrélée à une survie prolongée et une incidence réduite du cancer 
métastatique.123, 619 
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Cette réponse immune basée sur la reconnaissance et la destruction des cellules cancéreuses a été 
nommée l‘immunosurveillance, processus énoncé par Paul Ehrlich au début du XX° siècle. 
Malheureusement, les cellules cancéreuses échappent à l‘immunosurveillance en développant 
des variantes non-immunogènes de cellules tumorales (immunosélection) ou par la suppression 
immunitaire (immunosubversion).944 (Figure 8) 
Figure 8: Relation entre les aspects cellulaires intrinsèques et extrinsèques de la progression tumorale.944 La 
carcinogenèse résulte du crosstalk entre les facteurs intrinsèques à la cellule cancéreuse et les facteurs extrinsèques 
dépendant du système immunitaire de l'hôte. 
 
L‘échappement immunitaire dans le mélanome est médié à la fois par les cellules tumorales et 
les cellules stromales de l'hôte.701 Les cellules tumorales sont caractérisées par la perte des 
molécules de CMH-I752, la régulation à la baisse des antigènes associés aux tumeurs, et la 
sécrétion intensive de facteurs immunosuppresseurs tels que le VEGF, le TGF-β, l‘interleukine 
(IL-10), et l'oxyde nitrique (NO). Les cellules stromales participent à l‘échappement immunitaire 
par le recrutement, l'expansion et l'activation de cellules immunosuppressives diverses y compris 
les cellules T régulatrices (Treg),219les macrophages associés à la tumeur (TAM),778 les cellules 
dendritiques immatures (DC)773 et les cellules myéloïdes suppressives (MDSC).216, 854 
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1.2.4.1- Les cellules myéloïdes suppressives (MDSC) 
Les MDSC ont été décrites comme une population hétérogène de cellules myéloïdes 
immunosuppressives immatures qui sont des précurseurs de cellules dendritiques, macrophages, 
et granulocytes.217, 601 Chez la souris, les MDSCs expriment les deux marqueurs CD11b et Gr1, 
elles comprennent deux sous-populations principales: granulocytaire Ly6G+ Ly6Clow et 
monocytaire Ly6G- Ly6Chigh. Leurs homologues humains sont caractérisés par le phénotype 
HLA-DR-/low CD11b+ et comprennent trois sous-populations: les MDSC neutrophiles (n-MDSC) 
CD14- CD15+,  les MDSC monocytes (m-MDSC) CD14+ CD15-, et les MDSC immatures         
(i-MDSC) CD15- CD14-.216, 601, 636  
Les MDSC sont recrutées par les tumeurs en progression, et ont été détectées chez les patients de 
mélanome de stade III / IV. Ces cellules sont capables de promouvoir l‘angiogenèse dans le 
mélanome par la production de plusieurs facteurs pro-angiogéniques tels que MMP-8/9, IL-8, 
PDGF et VEGF. Elles peuvent également favoriser l'invasion tumorale et les métastases par un 
processus qui implique de nombreuses métalloprotéases.59 
En outre, les MDSC réduisent le potentiel immunitaire antitumoral en interférant avec l‘activité 
des lymphocytes T et des cellules NK par: 216, 601, 610 
- La production de l'oxyde nitrique (NO) et des espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui 
provoquent la nitration des récepteurs (TCR) et l'apoptose des cellules T  
- La privation de la L-arginine (via l‘arginase) et de la cystéine qui sont essentielles aux 
fonctions des cellules T  
- L‘expression du TGF-β membranaire qui induit l‘anergie des cellules T et NK  
- La stimulation des lymphocytes T régulateurs (Treg)  
 
La génération, l'expansion et la migration des MDSC sont sous le contrôle de différents facteurs 
de croissance (ex: GM-CSF, G-CSF, M-CSF, SCF, VEGF), cytokines (ex: IL-4, IL-6, IL-13), et 
chimiokines (ex: CCL2, CCL4). La signalisation intracellulaire implique principalement les 
facteurs de transcription STAT3, STAT6 et NF-κB qui empêchent la différenciation des MDSC 
et activent leur prolifération.129, 216, 931  
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1.2.4.2- Les cellules dendritiques (DC) 
Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices d'antigènes les plus professionnelles. 
Elles proviennent des précurseurs CD34+ résidents dans la moelle osseuse, et se distribuent dans 
les ports cutanés et muqueux où elles scannent et capturent les antigènes périphériques et les 
absorbent par phagocytose, et macropinocytose ou endocytose. Suite à l‘activation antigénique 
(rencontre d‘un microbe, d‘un ligand des TLR ou d‘une cellule transformée), ces cellules 
migrent dans les organes lymphoïdes secondaires et subissent un processus de maturation au 
cours duquel elles s‘engagent dans l‘immunité antigène spécifique. Elles induisent ainsi la 
prolifération et la différenciation des cellules T. 796 Les DC peuvent également moduler les 
acteurs de l'immunité innée qui sont les cellules NK et NKT.109, 467, 943  
La maturation des DC est associée à (i) la décharge des complexes peptide-CMHII à la surface 
cellulaire à partir de vésicules non-lysosomales, (ii) l‘expression des molécules de costimulation 
CD40, CD80 et CD86, (iii) la sécrétion des cytokines Th1, y compris l'interleukine IL-12p70, 
(iv) la sécrétion de chimiokines qui attirent les différents effecteurs immunitaires (Th1, Th2, Tc, 
NK) vers les ganglions lymphatiques.806, 807   
Toutefois en absence de stimulation appropriée, les DC immatures induisent la tolérance 
immunitaire via la suppression des thymocytes autoréactifs, l‘induction de l‘anergie des cellules 
T mâtures ou la génération des cellules T régulatrices.808 (Figure 9) 
Plusieurs facteurs de croissance (IL-10, TGF-β, G-CSF, HGF) modulent la maturation des DC et 
induisent leur différenciation. Les mécanismes favorisant l'engagement des cellules T par les DC 
matures incluent l‘interaction du CD40 avec son ligand CD40L ainsi que l'activation d'autres 
molécules de costimulation telles que CD80 et CD86.418 A l‘inverse, les récepteurs CTLA-4 et 
PD-1 atténuent l'intensité d‘activation des cellules T.132,720  
Plusieurs études ont rapporté le rôle des DC dans le cancer et ont signalé le blocage de la 
différenciation des DC du stade immature au stade mature.865   
Dans le mélanome, l‘importance des DC dans l‘induction d‘une immunité antitumorale a été 
montrée sur des modèles animaux.379 En effet, les DC infiltrant le mélanome ont la capacité de 
traiter les antigènes et de migrer vers les ganglions lymphatiques pour activer les lymphocytes T 
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et induire une immunité anti-tumorale spontanée protégeant ainsi les souris contre l'agressivité 
tumorale.658, 659 L‘évaluation des DC à différents stades cliniques du mélanome semble refléter 
une diminution progressive de leur fonction concomitante à la progression de la maladie. Ceci se 
produit spécifiquement au stade IV et concerne principalement les DC myéloïdes dont le nombre 
est inversement corrélé à celui de la population Treg. Les DC sont fortement modifiées dans le 
mélanome avancé, notamment avec une expression diminuée des molécules de costimulation 
CD80 et CD86, qui contrôlent la présentation antigènes aux cellules T.185 
Cependant, des données récentes montrent que l‘infiltration du mélanome primitif par les DC et 
les cellules neutrophiles est aussi associée à un mauvais pronostic.345 L‘association entre la 
présence des DC dans la tumeur mélanique et le pronostic reste donc encore à clarifier.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9: Mécanismes d’immunosurveillance (gauche) et d’échappement immunitaire (droite) des DC dans le 
cancer. 944 Gauche: Les cellules dendritiques tuent les cellules tumorales d‘une manière dépendante de TRAIL et de 
la perforine. Elles présentent aussi les antigènes tumoraux aux cellules T et produisent de l'IFN-γ qui inhibe 
l‘angiogenèse. Droite: en haut : La stimulation répétée des cellules T naïves par les DCs immatures conduit à 
l‘anergie des cellules T, induite par la production de l'IL-10, ou l‘activation des cellules Treg, qui inhibent l‘action 
des cellules T CD8+. En bas: L'interaction entre les molécules de costimulation CD80 ou CD86 présentes à la 
surface de DCs, et le CTLA-4 exprimé par les cellules Treg, induit la production du facteur immunosuppresseur 
indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) par les DCs. Il en résulte la réduction de la quantité du tryptophane qui nourrit 
les cellules T, et la génération de kynurénines qui tuent les cellules T. 
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1.2.4.3- Les neutrophiles  
Les neutrophiles sont des granulocytes de courte durée de vie et sont dérivés à partir des 
précurseurs myéloïdes de la moelle osseuse. Vu leur activité cytotoxique, de nombreuses études 
ont abordé le rôle de ces cellules dans le cancer, et la possibilité d‘utiliser leur fonction dans le 
cadre de thérapies anti-cancéreuses. 146 
Toutefois, certaines études ont associé l‘infiltration des tumeurs par les neutrophiles à de 
mauvais résultats cliniques dans plusieurs types de cancer, y compris le mélanome.347 Des études 
supplémentaires ont rapporté les mécanismes responsables de l‘effet protumoral des neutrophiles 
associés aux tumeurs (TAN), ainsi les neutophiles pourraient: 165  
- Renforcer la prolifération des cellules tumorales: les neutrophiles augmentent la 
prolifération des cellules de carcinome pulmonaire in vitro. A l‘inverse, l'inhibition de leur 
recrutement par des antagonistes de CXCR2 ralentit la croissance tumorale in vivo.835  
 
- Améliorer l’angiogenèse par la libération de MMP9 et de VEGF.165  
 
 
- Promouvoir la motilité, la migration, l'invasion tumorales et les métastases 812, 905          
par la dégradation de la matrice extracellulaire via la libération de plusieurs enzymes, telles 
que l'élastase, la cathepsine G, la protéinase-3, les métalloprotéases matricielles MMP8 et 
MMP9, ou par la libération de cytokines et de facteurs de croissance qui stimulent l'invasion 
tumorale et la progression métastatique.335, 757. Ainsi il a été démontré dans un modèle murin 
de fibrosarcome que  l‘appauvrissement systémique en neutrophiles ou le blocage de leur 
infiltration dans la tumeur primaire entraîne une diminution significative du potentiel 
métastatique.797, 834 
 
- Contribuer à la suppression immunitaire d'une manière similaire à celle décrite pour les 
MDSC.164 Ainsi, des études récentes montrent que la déplétion des neutrophiles est associée 
à une activation plus prononcée de cellules T CD8+ et à une réduction de la croissance 
tumorale. Pour exercer leurs activités immunosuppressives, les neutrophiles pourraient 
dégranuler l‘arginase 1 qui est un inhibiteur bien connu des fonctions de cellules T.208, 712  
 
- Produire des espèces réactives de l'oxygène (ROS) par la NADPH oxydase et la 
myéloperoxydase qui pourraient induire des modifications géniques et promouvoir la 
carcinogenèse.383  
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Dans le mélanome, plusieurs études ont associé l‘infiltration des neutrophiles à la progression 
tumorale et à un mauvais pronostic.153, 345 L‘infiltration la plus importante a été décrite dans les 
tumeurs épaisses et invasives, ainsi que dans les zones ulcérées. Ces TAN stimuleraient 
l'angiogenèse et l'invasion de la membrane basale via des protéases qui aident au remodelage de 
l‘ECM.836  
 
1.2.4.4- Les cellules natural killer (NK)  
Les cellules NK sont des cellules lymphoïdes granuleuses CD3- CD56+ historiquement définies 
par leur capacité à lyser, sans activation préalable, une variété de cellules tumorales, qui 
n‘expriment pas les molécules de CMH-I. 294, 849  
L‘étude de la biologie des cellules NK et de leur fonction a conduit à deux dogmes:  
1- Les cellules NK sont stimulées par "le manque de reconnaissance du soi" c‗est-à-dire 
l'absence du CMH à la surface de la cellule ciblée.366 
2- Les cellules NK participent à surveillance immunitaire en particulier contre le cancer.  
Plusieurs travaux ont montré que ces cellules expriment des récepteurs activateurs portant des 
séquences ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) ou inhibiteurs portant des 
séquences ITIM  (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif). Lorsqu'une cellule NK 
rencontre une cellule cible, la lyse de cette dernière ne se produira que si les signaux d'activation 
surpassent les signaux d'inhibition. Les principaux signaux inhibiteurs proviennent des 
récepteurs qui reconnaissent les molécules de CMH-I, tels que les KIR ou NKJG2A. 417, 541 
L'activation d'un seul type de récepteur KIR suffit à empêcher l'activation du NK alors qu'il faut 
toujours plusieurs signaux activateurs différents pour provoquer la dégranulation du NK et la 
mort de la cellule cible. Les signaux d'activation sont variés, et comportent notamment des 
protéines produites par des cellules stressées comme les cellules tumorales et les cellules 
infectées par des virus. Ces protéines se fixent sur des récepteurs exprimés sur les cellules NK 
tels que NKp46, NKp30 et NK p44. Ce système d'équilibre dynamique activation / inhibition 
permet en pratique aux cellules NK de lyser toutes les cellules dépourvues des molécules du 
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CMH de classe I dont les cellules tumorales qui échappent à la reconnaissance par les 
lymphocytes T en diminuant l‘expression du CMH-I à leur surface.417, 541 (Figure 10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10: La reconnaissance des cellules tumorales par les cellules NK.873 a- Les cellules NK sont tolérantes 
aux cellules saines de l‘hôte, les signaux d'activation qu'ils reçoivent sont amortis par l'engagement de récepteurs 
inhibiteurs ce qui se traduit par la tolérance; b- Les cellules tumorales peuvent perdre l'expression des molécules du 
CMH-I, ce qui lève le signal inhibiteur du CMH sur les cellules NK et permet leur activation. c- Les cellules 
stressées augmentent l‘expression des ligands activateurs des cellules NK et permettent ainsi de surmonter la 
signalisation inhibitrice délivrée par les molécules du CMH-I. L'activation des cellules NK mène soit à une 
élimination directe des cellules tumorales par l'intermédiaire de la cytotoxicité des cellules NK, soit à une 
élimination indirecte par l'intermédiaire de la production de cytokines pro-inflammatoires, telles que l'interféron-γ. 
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Après leur activation, les cellules NK peuvent directement tuer les cellules cibles par la 
libération de perforines et de granzymes,452, 874 ou exercer un effet immunomodulateur sur la 
production de cytokines telles que IFN-γ, TNF-α, MIP-1α, GMCSF et RANTES (CCL5).154 Les 
cellules NK seraient la source principale d‘IFN-γ in vivo; une cytokine cruciale pour le priming 
des cellules Th1.501 La sous-population CD56dim CD16+ prédominante dans le sang et les sites 
d‘inflammation, est connue pour son potentiel cytotoxique. Tandis que la sous-population 
CD56bright CD16- prédominante dans les ganglions lymphatiques possède une faible cytotoxicité 
mais une bonne capacité à produire des cytokines.877  
Les cellules NK peuvent également favoriser la maturation des cellules dendritiques et accroître 
leur capacité à produire des cytokines pro-inflammatoires et stimuler les réponses des cellules T. 
Elles peuvent tuer les cellules dendritiques qui n‘ont pas effectué une maturation complète.537, 886  
Les cellules de mélanome expriment à leur surface des ligands activateurs des cellules NK, et 
régulent négativement l‘expression des molécules de CMH-I pour échapper à la surveillance des 
lymphocytes T CD8+.227, 518 Ces deux mécanismes permettent la reconnaissance et la lyse des 
cellules de mélanome par les cellules NK.81, 94, 634 
Les cellules NK activées par l‘IL-2, contrairement aux cellules NK au repos, exercent une 
activité cytotoxique efficace contre les lignées cellulaires de mélanome autologues ou  
allogéniques.94, 788 Ceci est vraisemblablement dû au fait qu‘elles peuvent exprimer des niveaux 
plus élevés de récepteurs d'activation.75 Les récepteurs impliqués le plus souvent dans la 
reconnaissance et la lyse des cellules de mélanome sont: NKG2D, NCR et DNAM-1. 
 
1.2.4.4.1- NKG2D et mélanome 
Le récepteur NKG2D humain est un récepteur de type lectine C exprimé de manière constitutive 
sur les cellules NK, T et NKT.78, 105, 635 Ce récepteur activateur des cellules NK, promeut à la fois 
la lyse des cellules cibles et la libération de cytokines. Il agit aussi comme un récepteur de 
costimulation des cellules T CD8+.78, 877 
Les ligands de NKG2D comprennent les protéines MICA et MICB apparentées au CMH-I, et les 
protéines de liaison à l‘UL-16 (ULBP1-5). Ils peuvent être régulés à la hausse dans des 
conditions de stress telles que la transformation tumorale ou infectieuse.78, 877 L'analyse de 
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l'expression de ces ligands sur les lignées cellulaires de mélanome ont montré que MICA/B sont 
exprimés dans la majorité des lignées cellulaires (~80%) tandis les ULBPs sont moins fréquents 
(~15-25%).97 77,5% des tumeurs primaires et 65% des mélanomes métastatiques expriment 
MICA / B.869 Une autre étude a montré que seules les tumeurs primaires expriment un niveau 
significatif des ligands de NKG2D, suggérant qu‘une diminution de l‘expression de ces ligands 
dans les cellules tumorales peut se produire en fonction de l‘évolution de la maladie471. 
Les cellules de mélanome pourraient échapper à la reconnaissance immunitaire médiée par 
NKG2D en utilisant différentes stratégies.788 Par exemple, l‘expression de MICA sur les cellules 
de mélanome peut être régulée négativement par l‘IL-10 ce qui réduit la sensibilité de ces 
cellules à la lyse médiée par les cellules NK.753 Ainsi, la libération de MICA et ULBP-2, dans le 
sérum de patients atteints de mélanome a été associée à une survie globale réduite.617  
 
1.2.4.4.2- Récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR) et mélanome 
Ces récepteurs appartiennent à la superfamille des immunoglobulines et comprennent 3 membres 
identifiés: NKp30 et NKp46 qui sont exprimés de manière constitutive sur les cellules NK, et 
NKp44 qui est induit après l'activation.542 Les NCR se lient à des molécules telles que CD3δ et 
FcεRI-γ contenant des motifs d‘activation à base de tyrosine (ITAM) qui médient la transduction 
du signal déclenché.76 Deux ligands cellulaires ont été identifiés jusqu'à présent sur les cellules 
tumorales: le sulfate d'héparane, reconnu par tous les NCR289, et B7-H6 reconnu par NKp30.65  
Dans le mélanome, NKp46 joue un rôle principal dans la médiation de la lyse des cellules cibles. 
En effet, une corrélation entre la densité de surface de NKp46 sur les cellules NK et la lyse des 
cellules tumorales a été rapportée.639, 783 NKp30 est également un récepteur majeur impliqué 
dans la lyse de certaines lignées cellulaires de mélanome et peut coopérer avec NKp46 et / ou 
NKp44, en fonction de l'expression des ligands appropriés sur la cellule cible.633 Les lignées 
cellulaires de mélanome peuvent exprimer des ligands pour NKp30, NKp4485 et NKp46.86  
Il a été suggéré que les ligands des NCR sont surexprimés dans les stades précoces de la maladie 
et que des variantes de tumeurs avec des niveaux d‘expression plus faibles peuvent apparaître 
pendant la progression du mélanome.86, 410 De plus, l'expression de NKp30 sur les cellules NK 
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ainsi que la capacité de lyse des cellules de mélanome peuvent être diminuées de manière 
significative pour des patients atteints de mélanome métastatique.498  
 
1.2.4.4.3- DNAM-1 et mélanome 
DNAM-1 est un récepteur activateur des cellules NK appartenant à la superfamille des 
immunoglobulines. Chez l'homme, il est exprimé sur les cellules NK, les LT, les LB, les 
monocytes, et les plaquettes. C‘est une molécule de co-stimulation des cellules T CD8+ par les 
APC non professionnelles.237   
Les ligands de DNAM-1 sont CD155 et CD112.61, 632, 825 Ces ligands peuvent être exprimés sur 
différents types de tumeurs, y compris le mélanome, la leucémie et le cancer de l'ovaire.90, 91, 97, 
632 CD155 était présent dans la majorité des lignées de mélanome, alors que CD112 a été trouvé 
sur 26% des lignées.97  
La stimulation de DNAM-1, suite à son interaction avec ses ligands, conduit à la lyse des cellules 
cibles par les cellules NK. Dans le mélanome une collaboration entre DNAM-1 et les NCRs est 
souvent nécessaire pour l‘activation de la lyse.61, 632, 825 Il a été démontré que DNAM-1 est 
nécessaire pour la lyse des métastases de mélanome faiblement immunogènes dépourvues des 
ligands de NKG2D.106  
 
1.2.4.5- Les cellules natural killer T (NKT)  
Les fonctions respectives des cellules NK et NKT dans les réponses immunitaires anti-tumorales 
ont été parfois confondues. Cependant, la caractérisation récente des cellules NKT a permis une 
meilleure compréhension de leur rôle dans la réponse anti-tumorale. 
L'activation des cellules NKT (CD4-, CD8-) par des agonistes puissants, tels que l‘α-
galactosylcéramide, a conduit à de fortes réponses anti-tumorales chez la souris.873 Leur effets 
antitumoraux sont majoritairement indirects et médiés en partie par des effecteurs en aval, tels 
que les macrophages associés à la tumeur qui expriment CD1d,794 les cellules NK ou l‘IFN-γ qui 
favorise l‘activation des cellules NK819, plutôt que par le ciblage direct des cellules cancéreuses.  
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La reconnaissance directe et la lyse des cellules tumorales par les cellules NKT pourrait se faire 
via CD1d.522 Dans un modèle murin de lymphome B transfecté par CD1d, il a été montré que les 
cellules NKT protègent les souris contre la progression de la tumeur d‘une manière dépendante 
de CD1d.689 Cependant, la plupart des tumeurs solides et des lignées cellulaires expriment 
faiblement ou n‘expriment pas CD1d, ce qui suggère un mécanisme indirect de lyse tumorale ou 
une présentation croisée avec d‘autres cellules immunes.768 (Figure 11) 
Les cellules NKT peuvent répondre directement à l'IL-12 dans le modèle de mélanome murin 
B16 et produire de l‘IFN-γ, mais ne semblent pas indispensables à l'immunité anti-tumorale dans 
ce modèle. Leur contribution propre en absence de cellules NK n'a pas été discutée.613, 787 Chez 
l‘Homme, la fréquence des cellules NKT est faible dans de nombreuses tumeurs solides dont le 
mélanome. Une augmentation du nombre de cellules NKT a été associée à un meilleur 
pronostic.744, 823, 826, 921 Par conséquent, l‘ensemble des études chez l'Homme suggèrent que les 
cellules NKT peuvent avoir un rôle dans l'immunosurveillance tumorale.  
 
 
Figure 11: L’activité anti-tumorale des cellules NKT (ou iNKT: “i” pour innate).873 a- Les cellules tumorales 
qui expriment CD1d peuvent être directement reconnues par les cellules NKT. L‘élimination des cellules tumorales 
a lieu soit directement par les cellules NKT soit indirectement via l‘activation des cellules NK d‘une manière 
dépendante des NKT. b- Certaines cellules tumorales (notamment les tumeurs solides) n‘expriment pas CD1d. Dans 
ce cas les cellules NKT sont activées par les cellules présentatrices de l‘antigène (APC) qui expriment CD1d. Les 
cellules NKT activées induisent ainsi l‘activation des cellules NK et l‘élimination des cellules tumorales par ces 
dernières. c- Il a également été proposé que les cellules NKT limitent la croissance tumorale en inhibant la 
production de facteurs pro-angiogéniques par les macrophages associés à la tumeur (TAM). TCR: T cell receptor.  
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1.2.4.6- Les monocytes / macrophages 
Les monocytes proviennent de progéniteurs myéloïdes dans la moelle osseuse, ils sont libérés 
dans la circulation sanguine et migrent dans les tissus périphériques.53 Après leur installation au 
niveau des tissus, les monocytes sont exposés à des facteurs de croissance locaux, des cytokines 
pro-inflammatoires, et des composés microbiens, qui les différencient en macrophages et cellules 
dendritiques. Certains macrophages sont tissu-spécifiques tels que les cellules de Kupffer du 
foie,  la microglie du cerveau, les ostéoclastes osseux, et les cellules de Langerhans de la peau.323  
Les monocytes / macrophages sont des effecteurs et régulateurs critiques de nombreux systèmes, 
y compris l‘immunité innée et adaptative, l'hématopoïèse, l‘angiogenèse, et la malignité 
tumorale.229, 555 Les macrophages sont des cellules immunitaires effectrices puissantes capables 
de l'élimination des virus, bactéries, champignons, et protozoaires. Ces cellules peuvent d‘une 
part promouvoir l'initiation et la progression de la lésion tissulaire, et d‘autre part améliorer la 
cicatrisation des plaies et le remodelage tissulaire. Ainsi, elles jouent un rôle critique dans la 
pathogenèse de plusieurs maladies y compris le cancer et les maladies inflammatoires et 
dégénératives.492, 493  
 
1.2.4.6.1- Recrutement et migration des monocytes / macrophages 
Les monocytes circulants dérivés de la moelle osseuse chez l'adulte, migrent vers les tissus 
inflammatoires de l‘organisme pour y devenir des macrophages résidents.250, 555 Les 
macrophages associés à la tumeur (TAM) sont dérivés des monocytes circulants ou des 
macrophages résidents dans les tissus.135  
La majorité des études cliniques associe l‘infiltration des TAM à un mauvais pronostic.  Une 
densité accrue des TAM a été associée à un faible taux de survie pour les cancers du sein, de la 
prostate, de l‘utérus, du poumon et du foie.395, 437, 459, 727, 941 De même, l'augmentation du nombre 
de macrophages a été associée à un échec thérapeutique, une diminution de la survie sans 
progression ainsi qu‘à un risque accru de rechute après transplantation de cellules souches 
hématopoïétiques autologues pour des patients atteints d‘un lymphome de Hodgkin.805  
La mobilisation des macrophages vers les tissus tumoraux est régulée par plusieurs signaux tels 
que les cytokines, les chimiokines, les composants de l‘ECM et l'hypoxie. 
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 Facteurs solubles permettant le recrutement des monocytes vers la tumeur 
Le recrutement des monocytes / macrophages dans les tumeurs est régulé par des facteurs 
solubles comme les cytokines, chimiokines, et facteurs de croissance qui sont dérivés de cellules 
tumorales et stromales. Les monocytes et les macrophages migrent vers les tissus enflammés 
sous l'influence de CCL2 (ou MCP-1).706, 936 La corrélation clinique entre l'accumulation des 
macrophages et le niveau de CCL2 a été démontrée dans plusieurs tumeurs humaines du sein,669 
de la prostate535, de l'ovaire564, et du poumon.23   
Des études expérimentales ont également révélé que l'infiltration des macrophages dans les 
tumeurs est dépendante de CCL2.669 Par exemple, l'administration systémique d'anticorps 
neutralisant CCL2 chez les souris porteuses de tumeurs, ou l‘inhibition par des siRNA de son 
récepteur CCR2 dans les lignées cellulaires réduit de façon significative la croissance tumorale et 
le recrutement des TAM.535 Cette chimiokine dérivée de tumeurs agit également comme un 
puissant facteur de la polarisation des macrophages et des LT vers une réponse M2/Th2.264, 779 
D‘autres chimiokines CC y compris CCL3, CCL4, CCL5 (RANTES), et CCL22 ainsi que des 
chimiokines CXC, en particulier CXCL8, peuvent également être impliqués dans le recrutement 
des macrophages vers le site tumoral.282, 527, 906 De plus, plusieurs cytokines telles que CSF-1 et 
EMAPII ont été impliquées dans le recrutement des monocytes dans les tumeurs.363, 455 En effet, 
un niveau élevé de CSF-1 est associé à une infiltration plus importante des macrophages dans le 
cancer du sein métastatique.746 De même, des cellules tumorales transfectées avec le gène de 
CSF-1 stimulent l'infiltration des TAM comparées à des cellules contrôles.156  
Certains facteurs de croissance y compris le VEGF, l'endothéline-2 et le PDGF favorisent 
également le recrutement des monocytes et des macrophages.34, 551, 790  
 
 Composants de l’ECM contrôlant le recrutement des macrophages 
L'acide hyaluronique (HA), un composante majeur de l'ECM, a récemment été impliqué dans 
l‘infiltration des monocytes / macrophages dans la tumeur.384  D‘autres molécules de l‘ECM et 
leurs fragments protéolytiques agissent comme des stimuli inflammatoires induisant le 
recrutement des cellules immunitaires innées et l'expression des gènes pro-inflammatoires.116 Les 
fragments issus de la dégradation de l‘élastine par les métalloprotéinases matricielles MMP-9/12 
77 |  
 
présentent une activité chimiotactique vis-à-vis des monocytes.315 Le collagène I dénaturé et 
fragmenté, possède également une forte activité chimioattractive pour les macrophages. 
Alternativement, la fibronectine dérivée des TAM favorise non seulement l'invasion des cellules 
cancéreuses, mais aussi la migration des monocytes.791  
 
 Recrutement des macrophages dans les zones hypoxiques 
Plusieurs travaux ont montré que les tumeurs solides de stade avancé présentent des zones 
hypoxiques au sein de la masse tumorale et qu'un grand nombre de TAM s‘accumule dans ces 
domaines avasculaires.551 VEGF-A443, l'endothéline-2260, EMAPII509 ainsi que la liaison de la 
semaphorin3A à la neuropiline-198 ont été impliqués dans le recrutement des macrophages vers 
les zones hypoxiques. 
HIF-1α est un facteur de transcription clé qui régule l'expression génique en réponse à 
l'hypoxie.79, 830 Il induit aussi l‘expression du récepteur CXCR4 sur les monocytes et les 
macrophages et augmente la réponse chimiotactique à son ligand CXCL12.741 HIF-1α induit 
également l'expression de CXCL12 dans les sites hypoxiques.101 Plusieurs groupes ont rapporté 
que l'hypoxie induit l‘expression de VEGF-A dans les TAM d'une manière dépendante de HIF-
1α.184 D'autre part, l'hypoxie peut séquestrer les TAM dans les zones hypoxiques par l'induction 
de MKP-1, une MAP kinase phosphatase qui inhibe les voies de signalisation ERK1/2 et p38 
MAP kinase.259  L'hypoxie inhibe également l'expression des récepteurs aux chimiokines CCR5 
et CCR2 sur les macrophages et la migration cellulaire en réponse à leurs ligands.777  
 
1.2.4.6.2- Polarisation des macrophages 
Les macrophages sont caractérisés par leur diversité et plasticité. En réponse à des divers signaux 
environnementaux, les macrophages peuvent subir une activation classique M1 (stimulée par 
l‘IFN-γ et les ligands des TLRs) ou alternative M2 (stimulée par l'IL-4 / IL-13). Ces états 
reflètent la polarisation Th1-Th2 des cellules T.52, 495 
Le phénotype M1 est caractérisé par l'expression de niveaux élevés des cytokines pro-
inflammatoires, la production intense des intermédiaires réactifs de l'oxygène et de l'azote, la 
promotion de la réponse Th1, et une forte activité microbicide et tumoricide. En revanche, les 
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macrophages M2 possèdent des fonctions immunorégulatrices et sont impliqués dans l‘inclusion 
des parasites, le remodelage tissulaire et la progression tumorale. Le phénotype M2 des 
macrophages est caractérisé par une activité phagocytaire efficace, une expression élevée des 
récepteurs éboueurs (scanvenger receptors), l'expression des récepteurs au mannose et au 
galactose, la production de l'ornithine et de polyamines à travers la voie de l'arginase, et un 
phénotype IL-12loIL-10hiIL-1decoyRhiIL-1RAhi.249, 495 Les macrophages M1 et M2 diffèrent 
également par leurs profils d'expression de chimiokines.  
Les signaux comme l'IL-10, les hormones glucocorticoïdes, les molécules libérées par les 
cellules apoptotiques, et les complexes immuns affectent profondément les fonctions des 
monocytes / macrophages. Ces signaux induisent l'expression de phénotypes intermédiaires, 
« M2-like », qui présentent des propriétés communes avec les cellules M2 (i.e. l‘expression 
accrue des récepteurs au mannose et des récepteurs éboueurs), et distinctes en ce qui concerne le 
répertoire de chimiokines. 52  
La plasticité et la flexibilité sont des caractéristiques clés des phagocytes mononucléaires et de 
leur état d'activation.52, 495, 544 La polarisation M1-M2 des macrophages peut, dans certaines 
conditions, être inversée in vitro et in vivo.266, 722 Les pathologies sont fréquemment associées à 
des changements dynamiques dans l'activation des macrophages, avec les cellules M1 
impliquées dans l'initiation et le maintien de l'inflammation, et les cellules M2 ou M2-like 
associées à la résolution de cette dernière.504 Les cellules T (Th1, Th2, Treg) qui régulent la 
polarisation des macrophages52 ont également montré une plasticité cellulaire.580 
 
 Déterminants moléculaires de la polarisation des macrophages 
Un réseau de molécules de signalisation, de facteurs de transcription, de mécanismes 
épigénétiques et post-transcriptionnels, régule les différentes formes d'activation des 
macrophages. (Figure 12) 
Les interférons ainsi que le signal des TLR orientent la polarisation des macrophages vers le 
phénotype M1 via STAT1. Les macrophages M1 régulent positivement IRF5, qui est essentiel 
pour l'induction des cytokines IL-12, IL-23, et TNF impliquées dans les réponses Th1 et Th17.397 
L'IL-4 et l‘IL-13 orientent la polarisation des macrophages vers le phénotype M2 via STAT6.776  
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STAT6 active la transcription des gènes typiques de la polarisation M2, tels que le récepteur du 
mannose (MRC1, CD206), la résistine-like α (Retnla, Fizz1), et la chitinase 3-like 3 (Chi3l3, 
YM1).622 L‘IL-10 active l'expression, médiée par STAT3, des gènes (IL10, TGF-β1, MRC1) 
associés à un phénotype M2-like.247, 415, 495  
L‘activation médiée par STAT des macrophages est modulée par les membres de la famille 
SOCS. L‘IL-4 et l'IFN-γ régulent positivement SOCS1 et SOCS3, qui à leur tour inhibent 
l'action de STAT1 et STAT3, respectivement.464, 892 En parallèle, les récepteurs nucléaires 
PPARγ582 et PPARδ362, 581 contrôlent un ensemble de gènes associés à l'activation des 
macrophages M2 et au métabolisme oxydatif. STAT6 coopère avec PPARγ821 et le facteur 
Krüppel-like 4 (KLF4), pour réguler les fonctions des macrophages.89, 450 KLF4 coopère avec 
STAT6 pour induire les gènes associés au phénotype M2 (ARG-1, MRC1, Fizz1, PPARγ) et 
inhiber des gènes du phénotype M1 (TNF-α, COX-2, CCL5, iNOS) via la séquestration des 
coactivateurs nécessaires à l'activation de NF-B. KLF2 empêche aussi l‘orientation vers le 
phénotype M1 par l'inhibition de NF-B et de HIF-1α.481 L‘IL-4 induit également une activité c-
Myc qui permet l'activation de PPARγ, STAT6 et la transcription des gènes M2.631 
L‘engagement des TLR conduit à l'activation de NF-B et la production de médiateurs 
inflammatoires caractéristiques du phénotype M1 des macrophages.57 D‘autre part, l‘induction 
de NF-B active aussi un programme génétique essentiel pour la résolution de l'inflammation et 
la polarisation M2 des macrophages associés aux tumeurs (TAM).269, 425 
Les facteurs induits par l'hypoxie HIF-1α et HIF-2α sont exprimés de manière différentielle dans 
les macrophages et régulent le métabolisme de l‘arginine dans ces cellules en induisant l‘iNOS et 
l‘arginase caractéristiques des phénotypes M1 et M2, respectivement.829  
Les changements épigénétiques et les ARN non codants participent également à la polarisation 
des macrophages.339, 674, 737 L‘IL-4 induit une régulation positive de l'histone déméthylase JMJD3 
dans les macrophages murins, ce qui permet la modification de la chromatine en faveur de 
l'expression des gènes M2 et l‘inhibition des gènes M1. Le micro ARN miR-155 a récemment 
été identifié pour cibler la sous-unité IL-13Rα1 du récepteur de l‘IL-13, diminuant ainsi 
l‘expression d‘un ensemble de gènes associés au phénotype M2 des macrophages humains.503 
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Figure 12: Mécanismes de polarisation des macrophages.775 Les principales voies de signalisation impliquées 
dans la polarisation des macrophages ainsi que le dialogue M1-M2 sont décrits.  
 
 Polarisation des macrophages et cancer 
Le microenvironnement tumoral oriente souvent la polarisation des macrophages de l'état M1 qui 
possède des propriétés pro-inflammatoires et anti-tumorales à l'état M2 qui possède des 
propriétés anti-inflammatoires, pro-angiogéniques, et pro-tumorales.670 Le phénotype spécifique 
des TAM dépend du stade tumoral.932 Dans les stades précoces ou dans les tumeurs en 
régression, les TAM ont un phénotype M1 caractérisé par l'inhibition de l'angiogenèse et 
l'activation de l'immunité anti-tumorale. Les TAM passent à un état M2-like dans les tumeurs de 
stade avancé et stimulent l'angiogenèse tumorale.248, 932 (Figure 13) 
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Figure 13: Promotion de la progression tumorale par les TAM.389 
 
- Promotion de l’angiogenèse tumorale par les macrophages 
La polarisation des macrophages vers le phénotype pro-angiogénique est régulée par l'hypoxie et 
les différents signaux provenant des cellules tumorales et stromales.546, 778 De travaux récents ont 
suggéré que le switch angiogénique dans les tumeurs dépend de l'infiltration des 
macrophages.183, 550, 560 De même, la déplétion sélective des macrophages en utilisant le 
clodronate encapsulé dans des liposomes réduit l'angiogenèse dans un modèle de tumeur 
transplantée.384 
Les TAM sécrètent une grande variété de médiateurs pro-angiogéniques, y compris le bFGF, la 
thymidine phosphorylase, l‘uPA, et l‘adrénomédulline (ADM). De façon intéressante, les TAM 
produisent de l‘ADM quand ils interagissent avec les cellules de mélanome. L‘ADM stimule 
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également la prolifération des cellules endothéliales et la formation des tubes vasculaires en 
induisant la synthase endothéliale de l'oxyde nitrique.112 De plus, les TAM, qui sont sensibles à 
l‘hypoxie dans les zones avasculaires des tumeurs, sécrètent du VEGF-A, un facteur pro-
angiogénique très puissant.420, 443 Ce VEGF-A contribue à l'initiation de l'angiogenèse tumorale 
et à l‘augmentation du nombre des vaisseaux dans les tumeurs solides. En l'absence des 
macrophages, cette angiogenèse est retardée.51 
Les TAM sécrètent également des enzymes protéolytiques induites par l‘hypoxie telles que 
MMP-1552 et MMP-7.80 Les monocytes, qui sont recrutés dans les tumeurs pendant l'hypoxie 
facilitent l'angiogenèse tumorale par la sécrétion de MMP-9.160 Ces MMP séquestrent le VEGF 
de l'ECM pour accélérer l'angiogenèse tumorale. 
Les monocytes exprimant le récepteur TIE2 de l‘angiopoïétine (TEM) sont un sous-ensemble de 
monocytes circulants et infiltrant les tumeurs. Ils expriment des niveaux élevés de VEGF-A et de 
MMP-9 pro-angiogénique. Tout comme les TAM, ils favorisent l'angiogenèse tumorale mais 
avec un potentiel angiogénique plus important lors de leur co-inoculation avec des cellules 
tumorales chez la souris.124, 141 L'angiopoïétine-2, qui est sécrétée par les cellules tumorales et le 
système vasculaire, induit un phénotype M2-like chez les TEM via la régulation positive de 
l‘expression de l‘IL-10124 et l‘inhibition de l‘expression du TNF-α et de l‘IL-12.553 
 
- Promotion de l'invasion et des métastases tumorales par les macrophages  
Les TAM affectent directement et indirectement le processus métastatique des cellules tumorales 
en modulant le microenvironnement de la tumeur.442, 729 Wyckoff et ses collègues ont démontré 
par l‘imagerie multi-photonique en temps réel que l‘extravasation des cellules tumorales se 
produit en association avec les TAM dans les tumeurs mammaires.908 Les cellules tumorales 
synthétiseraient du CSF-1 permettant le recrutement des macrophages qui eux-mêmes 
produiraient de l‘EGF améliorant ainsi l‘invasion des cellules tumorales. L‘inhibition du CSF-1 
ou de l‘EGF inhiberait alors la migration des deux types cellulaires.907  
De plus, les macrophages sont la principale source de diverses enzymes protéolytiques telles que 
les cathépsines, les MMP et les sérine protéases. Ces protéases dérivées des macrophages 
dégradent l'ECM environnante et permettent ainsi aux cellules cancéreuses d‘envahir cette 
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barrière. En effet, la déplétion des cathépsines B et S dérivées des TAM diminue l‘invasion 
tumorale.242 De même, les TAM augmentent de manière significative la migration et l'invasion 
des cellules cancéreuses en exprimant fortement l‘uPA.12 
 
- Contribution des macrophages à la formation de la niche pré-métastatique  
L‘invasion métastatique se fait en plusieurs étapes et nécessite des interactions entre la tumeur 
primaire et les organes qui seront colonisés. En effet, avant que les cellules tumorales 
métastatiques colonisent les organes secondaires, ces derniers subissent des changements 
précoces dans leur microenvironnement local, appelé la «niche pré-métastatique». Une étude 
récente a montré que le recrutement des macrophages par le facteur de coagulation III (CD142) 
est une étape importante pour la survie des cellules métastatiques et la formation de la niche pré-
métastatique.236  
De même, la lysyl oxydase (LOX), une amine oxydase secrétée par les cellules tumorales qui 
forme un réseau de collagène IV dans la membrane basale de la niche pré-métastatique, est 
importante pour la séquestration des cellules myéloïdes CD11b+ dans ce réseau. Les cellules 
myéloïdes CD11b+ adhèrent ensuite au réseau de collagène IV et produisent MMP-2. Les 
peptides issus du clivage du collagène IV par MMP-2 améliorent le recrutement ultérieur de 
cellules CD11b+ en agissant comme un agent chimioattractif.181 Cette boucle de rétrocontrôle 
positif augmente le remodelage de la matrice extracellulaire et la création de la niche pré-
métastatique. 
Les protéines S100A8 et S100A9 pourraient également jouer un rôle crucial dans la formation de 
la niche pré-métastatique. Elles induisent le recrutement des cellules myéloïdes Mac1+ dans la 
niche pré-métastatique ainsi que la migration des cellules cancéreuses des tumeurs primaires vers 
les sites métastatiques.299  
 
- Immunosuppression du microenvironnement tumoral médiée par les TAM 
L‘échappement des cellules tumorales à l'immunosurveillance est l'un des événements critiques 
qui régulent la croissance, la survie, et les métastases tumorales. Les TAM de phénotype M2 
possèdent une faible capacité de présentation antigénique et suppriment la réponse immunitaire 
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des cellules T en libérant les facteurs immunosuppresseurs, tels que l‘IL-10 et le TGF-β.398 La 
sécrétion de TNF-α et d‘IL-10 par les monocytes activés induit fortement l'expression du ligand 
de mort cellulaire programmée 1 (PD-L1) par ces derniers. Les monocytes PD-L1+ induisent le 
dysfonctionnement des lymphocytes T, défini par une faible cytotoxicité contre les cellules 
tumorales et une réduction de la prolifération des cellules T.399 Le blocage de PD-L1 avec un 
anticorps spécifique améliore la réponse des cellules T, ce qui suggère que PD-L1 limite la 
capacité des lymphocytes T à éliminer les cellules tumorales.   
Une augmentation du nombre de cellules T régulatrices (T reg)  a été rapportée dans diverses 
tumeurs.37, 131, 241, 338 Les cellules T régulatrices CD4+ CD25+ FOXP3+ infiltrant les tumeurs 
s‘opposent aux réponses immunitaires médiées par les LT. Dans le carcinome ovarien humain, 
les TAM produisent le CCL22, qui par sa liaison au CCR4, permet la mobilisation intratumorale 
des T reg.131, 330, 534 
 
- TAM , cellules souches du cancer et résistance chimiothérapeutique 
Les cellules souches du cancer (CSC) représentent une population de cellules cancéreuses qui 
possèdent la capacité d'auto-renouvellement et de génération de descendants malignes. Les CSC 
régissent également la récidive tumorale en raison de leur résistance aux agents 
chimiothérapeutiques.122, 147  
Les TAM contrôlent à la fois l'auto-renouvellement et la chimiorésistance des CSC à travers un 
réseau complexe de cytokines, chimiokines, facteurs de croissance, et molécules de la matrice 
extracellulaire. Par exemple, l‘EGF produit par les TAM induit le phénotype CSC-like dans le 
cancer du sein murin et permet le maintien de ce phénotype.922  
A l‘inverse, les SC de gliome produisent des niveaux élevés de chimiokines tels que CCL2 qui 
permet le recrutement des TAM vers le site de la tumeur.927  
Les composants de l‘ECM peuvent également moduler la fonction de TAM pour soutenir l‘auto-
renouvellement des CSC. Par exemple, l‘acide hyaluronique produit par le cancer du sein 
métastatique favorise l'interaction entre les TAM et les CSC. Ceci est suivi par la sécrétion de 
PDGF-BB par les TAM, ce qui permet aux fibroblastes et ostéoblastes de soutenir l‘auto-
renouvellement des CSC par l'induction de l‘expression des facteurs de croissance FGF-7 et 9.591 
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1.2.4.7- Les lymphocytes 
Les premières études corrélatives réalisées chez des patients atteints de mélanome ont démontré 
que l‘infiltration des lymphocytes dans la tumeur est associée à un meilleur pronostic et une 
survie plus longue.121, 423, 609 En particulier, les lymphocytes T CD8+ et T CD4+ de phénotype 
Th1 sont le plus souvent liés à un bon pronostic.209, 866 Les autres sous-populations de cellules T 
notamment Th2 et Th17, et Treg sont corrélées à un pronostic variable. 209 En effet, les Treg sont 
dotées de fonctions immunosuppressives qui s‘opposent à l‘action des cellules effectrices847, 
tandis que les cellules Th17 peuvent exercer des activités pro- ou anti-tumorigènes selon le type 
de la tumeur.32, 896 
Etant donné que plusieurs sous-populations de cellules immunitaires sont simultanément 
présentes dans le microenvironnement tumoral, leurs rapports relatifs peuvent renseigner sur 
l‘équilibre entre les réponses pro- et anti-tumorales. Ainsi, les rapports T CD8+ / T reg ou T 
CD4+ totaux ont pu donné une indication pronostique dans les cancers de l'ovaire, du pancréas et 
le cancer colorectal.148, 336, 657, 734  
 
1.2.4.7.1- Les lymphocytes T auxiliaires (Th) 
Les lymphocytes T auxiliaires (Th) jouent un rôle clé dans le système immunitaire adaptatif 
exerçant des fonctions biologiques diverses. Ces cellules T CD4+ régulent à la fois la réponse 
cellulaire cytotoxique dépendante des cellules T CD8+, et la réponse humorale traduite par la 
production d'anticorps dépendante des cellules B. Les acteurs de la réponse immunitaire 
adaptative interagissent avec les composants du système immunitaire inné décrits dans les points 
précédents pour répondre aux stimuli antigéniques. Les cellules naïves CD4+ peuvent être 
activées par le peptide antigénique présenté par une molécule de CMH de classe II d‘une APC, 
pour se différencier par la suite en cellules T effectrices ou mémoires. Selon l'intensité de la 
stimulation et la présence de certains facteurs et cytokines, les cellules T CD4+ peuvent se 
différencier en diverses sous-populations de cellules Th avec des fonctions et propriétés 
spécifiques.394 Cette spécialisation fonctionnelle est régulée par des facteurs de transcription 
activés en réponse aux stimuli spécifiques, elle permet l'expression de configurations distinctes 
de facteurs solubles et de molécules de surface.  
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 Les lymphocytes Th1 
Les lymphocytes Th1 sont induits en réponse à l'IFN-γ et l'IL-12 dont les signaux sont médiés 
par STAT1 et STAT4. Les lymphocytes Th1 expriment le facteur de transcription T-bet et sont 
caractérisés par la production de l'IFN-γ, ce qui renforce à son tour la polarisation Th1, créant 
une boucle de rétrocontrôle positif.2, 182  
La stabilité relative du phénotype Th1 peut être expliquée par le fait que T-bet peut induire sa 
propre expression et supprimer le facteur de transcription GATA-3, responsable de la 
différenciation Th2.5, 547, 583  
 
 Les lymphocytes Th2 
Les lymphocytes Th2 sont induits en présence de IL-4, qui antagonise la polarisation Th1, par 
l'intermédiaire de STAT6. Le facteur de transcription impliqué dans la polarisation Th2 est 
GATA-3, qui est comme T-bet capable de s'auto-activer, fournissant une boucle de rétrocontrôle 
positif.603 GATA-3 et T-bet sont caractérisés par l'antagonisme mutuel, ce qui favorise 
l‘orientation instable des lymphocytes vers les phénotypes Th1 ou Th2.554 Les lymphocytes Th2 
expriment les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 qui sont impliquées dans les réactions allergiques et 
les réponses immunitaires humorales aux agents infectieux et aux parasites.629, 705, 769  
 
 Les lymphocytes Th17  
L‘orientation des lymphocytes CD4+ vers le phénotype Th17 se produit en présence d'IL-6, d‘IL-
21 et de TGF-β.46, 924 Leur différenciation est régulée par les voies STAT3, SMAD et RORγt 
(RORc chez l‘homme) et RORα.298, 342, 925 Ces cellules expriment l'IL-17, l'IL-21, l‘IL-22, et le 
GM-CSF.394 L‘IL-23 est important pour la survie et le potentiel inflammatoire des cellules Th17, 
il joue un rôle dans des pathologies auto-immunes humaines.416  
Les cellules Th17 sont présentes dans des circonstances normales, en particulier dans l'intestin, 
où elles assurent une protection contre les infections bactériennes et fongiques, mais sont 
régulées à la hausse dans l'intestin et d'autres tissus lors de l'inflammation.343, 344, 602   
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 Les lymphocytes Treg 
La sous-population Treg est contrôlée par le facteur de transcription Foxp3 en réponse au TGF-β 
exprimé par différentes cellules régulatrices.358 Pour plus de caractérisation, les lymphocytes 
Treg expriment CD25 (IL-2Rα) et présentent un faible niveau de CD127 (IL-7R) et un niveau 
élevé du récepteur de folate 4, qui peuvent être utilisés comme des marqueurs de distinction de 
ce type cellulaire.870, 939 
Les cellules Treg jouent un rôle clé dans le maintien de la tolérance périphérique. Elles 
s‘opposent à l‘action des cellules T effectrices et des cellules présentatrices de l'antigène par les 
interactions cellule-cellule et la libération de cytokines suppressives, tels que TGF-β et l'IL-
10.708, 723, 724 Leur dysfonctionnement a été associé à différentes pathologies auto-immunes, y 
compris la sclérose en plaques, le diabète de type I, et le psoriasis.31, 457, 680 
  
 Les lymphocytes Th9 
Une population de cellules productrices d'IL-9 a d'abord été décrite dans les années 1980.855 La 
différenciation et la fonction des cellules Th9, ainsi que leur rôle possible dans l'allergie et les 
maladies auto-immunes, a récemment été décrit.364   
La génération des lymphocytes Th9 à partir de cellules T CD4+ naïves et la production de l‘IL-9 
sont stimulées par l'addition de TGF-β et la présence de l'IL-4 ou de l‘IL-2. D'autres cytokines, 
notamment l'IL-1α, IL-1β, IL-33, IL-21 et IL-25, favorisent aussi la production de l'IL-9, alors 
que l'IL-27 l‘inhibe.349   
Une production élevée de l‘IL-9 et la différenciation en lymphocytes Th9 ont été démontrées 
dans des modèles murins d'allergie et de mélanome.357, 665 Sur le plan fonctionnel, l‘IL-9 favorise 
la survie et la prolifération des lymphocytes T et des mastocytes qui exercent une cytotoxicité 
envers les cellules tumorales, elle stimule aussi la production de plusieurs cytokines, et module 
les réponses des cellules B. Une production élevée de l‘IL-9 joue un rôle important dans les 
réponses auto-immunes, l'allergie et l'immunité anti-tumorale.349 Les cellules Th9 produisent 
également l'IL-10 et l‘IL-21, dont les fonctions à ce niveau restent à élucider.    
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 Les lymphocytes Th22 
L‘IL-22 est un membre de la famille de l'IL-10 produit par divers types de lymphocytes T 
activés, y compris les cellules Th17, les cellules CD8+ et les cellules immunitaires innées. Les 
lymphocytes Th22 expriment l'IL-22, mais pas d'IL-17 ni l‘IFN-γ.163, 848   
La différenciation des cellules Th22 à partir des cellules T CD4+ naïves est induite par le TNF-α 
et l'IL-6, elle est également favorisée par l'IL-1β.211 La production de l'IL-22 a été augmentée 
dans plusieurs maladies auto-immunes, inflammatoires, et allergiques, où cette cytokine joue des 
rôles protectifs ou pathogéniques dépendant du contexte et de la phase de la maladie.348 
L'augmentation des cellules Th22 et de la production d‘IL-22 ont été rapportées dans plusieurs 
types de tumeurs, d‘où l‘importance du ciblage de l‘axe Th22 / IL-22 dans la thérapie anti-
tumorale.348, 350, 386, 942  
 
 Plasticité des lymphocytes Th et cancer  
Les lymphocytes Th1 et Th17 jouent un rôle crucial dans la réponse antitumorale, ils produisent 
des cytokines inflammatoires et participent à la cytotoxicité à médiation cellulaire des cellules 
tumorales.866 Ces réponses, cependant, peuvent être supprimées par les cellules Treg qui sont 
également recrutées lors de la croissance tumorale.804 (Figure 14) 
Dans les premières étapes de la progression tumorale, les Treg sont concentrées dans la masse 
tumorale où elles inhibent localement les réponses immunitaires effectrices.545 À des stades 
ultérieurs, la population des Treg est régulée à la hausse au niveau systémique, où elle exerce une 
activité immunosuppressive envers la réponse immune dirigée contre les métastases.853 Il a été 
démontré que l'appauvrissement systémique en cellules Treg permet la régression des métastases 
de mélanome.682 Le ciblage des Treg des tumeurs, semble être une option thérapeutique 
prometteuse contre le cancer.233, 685      
Le rôle des lymphocytes Th17 dans le cancer a été très longtemps discuté.32 Il a été démontré que 
les cellules Th17 infiltrent les tumeurs et leurs concentrations y sont très élevées en comparaison 
avec les tissus environnants montrant un rôle potentiel de ces cellules dans le développement 
tumoral.506, 816, 935 L‘accumulation des cellules Th17 a été associée à une amélioration de la 
survie des patients dans certains types de cancer et à un mauvais pronostic dans d'autres types de 
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tumeurs.353, 413 En effet, les lymphocytes Th17 peuvent stimuler l‘inflammation locale par la 
production d'IL-17 et d‘IFN-γ permettant par conséquent la croissance, dépendante de 
l‘inflammation, des cellules tumorales. Un rééquilibrage en faveur de la différenciation Th1 
plutôt que Th17 entraîne une réduction de la population de cellules Th17, inhibe l'inflammation 
ainsi que la croissance tumorale dans un modèle murin de cancer du pancréas.500  
De plus, les lymphocytes Th17 et la sécrétion de l‘IL-17A sont capables d‘induire l'angiogenèse 
tumorale,575 cependant, d'autres cytokines produites par ces cellules (IL-17F, IL-21 et IL-22) 
présenteraient des propriétés anti-angiogéniques 99, 845, 884 Il est donc probable que les 
lymphocytes Th17 pourraient acquérir des propriétés et des modes de production de cytokine 
différents selon microenvironnement de la tumeur.       
 
Figure 14: Différentes sous-populations de lymphocytes T auxiliaires présentes dans le microenvironnement 
tumoral.947  
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1.2.4.7.2- Les lymphocytes T cytotoxiques (Tc ou CTL)  
Les lymphocytes T CD8+ naïfs se différencient, après la reconnaissance antigénique, en 
lymphocytes T mémoires et en lymphocytes T effecteurs ou cytotoxiques (CTL) qui présentent 
l‘activité cytotoxique majeure. Des propriétés phénotypiques et fonctionnelles différencient les 
lymphocytes naïfs, mémoires et effecteurs. Parmi les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, on 
distingue des lymphocytes effecteurs mémoires (CCR7−CD45RA−) et des lymphocytes 
effecteurs de différenciation terminale (CCR7−CD45RA+).725  
La lyse de la cellule cible s‘effectue par la reconnaissance via le TCR des peptides antigéniques 
associés aux molécules de CMH-I. La molécule CD8 est costimulatrice du TCR, elle reconnaît 
des domaines non polymorphiques du CMH-I. D‘autres molécules de costimulation, tels que 
CD27 et CD28, reconnaissent des ligands, CD70 et CD80/86, présents sur les cellules 
présentatrices de l‘antigène. Le phénotype CD27−CD28−CD57+CCR7−CD45RA+ comprend 
l‘essentiel de l‘activité cytotoxique T.690  Outre le TCR qui permet une reconnaissance spécifique 
de l‘antigène, les lymphocytes T CD8+ expriment également le récepteur activateur de la famille 
lectine C, NKG2D. L‘interaction de NKG2D avec ses ligands augmente les réponses 
cytotoxiques des CTL in vitro.263  
L‘activité cytotoxique des CTL implique essentiellement deux voies: la voie perforine/ granzyme 
et la voie impliquant le couple Fas (CD95) / Fas ligand, membre de la superfamille du TNF-R. 
La cytotoxicité médiée par la perforine implique une exocytose de granules au contact de la 
cellule cible par une voie dépendante du calcium. Les molécules de perforine se polymérisent 
pour former un canal dans la membrane de la cellule cible permettant l‘entrée des molécules de 
granzyme qui sont des sérines protéases.690, 731 Les granzymes vont amorcer la cascade de 
l‘apoptose en activant les caspases entraînant la mort de la cellule cible. La cytotoxicité induite 
par les membres de la famille TNF / TNF-R s‘effectue par l‘interaction directe entre le récepteur 
Fas et son ligand Fas L via une signalisation faisant intervenir les  « domaines de mort » présents 
dans la partie cytoplasmique du récepteur.731 
L‘infiltration des lymphocytes T CD8+ activés dans les tumeurs a été corrélée à de meilleurs 
résultats cliniques dans différents cancers tels que le carcinome rénal.559 Les cellules T CD8+ 
CD45RO+, un marqueur des cellules T mémoires, ont été associées à la fois à l'expression accrue 
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de gènes de cytotoxicité mais aussi au pronostic positif de patients atteints de cancer 
colorectal.222, 606  
Dans le mélanome, plusieurs études ont montré que les patients portent des cellules T 
monoclonales capables de reconnaître les cellules tumorales. Leur fonction et leur spécificité 
antigénique ont été étudiées après isolement et clonage, soit à partir du sang périphérique, des 
ganglions lymphatiques de drainage, ou bien des tissus tumoraux eux-mêmes.58 De façon 
intéressante, la localisation précise des cellules T CD8+ au sein du mélanome modifie également 
leur signification pronostique, plus la tumeur est infiltrée par les CTL (immunotype C) et plus le 
pronostic est bon.177 
 
1.2.4.7.3- Les lymphocytes Tγδ 
Les lymphocytes Tγδ expriment un TCR composé d‘une chaîne γ et d‘une chaîne δ.288 Leur 
répertoire de reconnaissance antigénique est plus limité que celui des lymphocytes Tαβ. Ils 
reconnaissent des antigènes tels que les protéines du choc thermique ou des ligands non 
peptidiques phosphorylés naturels ou synthétiques. Les lymphocytes Tγδ majoritaires 
n‘expriment pas les molécules CD4 et CD8. La molécule CD8 est exprimée par 30 % des 
lymphocytes Tγδ et le CD4 par <5 % des lymphocytes Tγδ. 690 
Les lymphocytes Tγδ sécrètent des cytokines (IFN-γ, TNF-α ou IL-4), expriment la perforine et 
Fas- L et exercent également une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps 
(ADCC). Certains lymphocytes Tγδ expriment le récepteur NK activateur NKG2D, dont 
l‘engagement par ses ligands augmente la réponse TCR-dépendante.261 Ils expriment aussi des 
récepteurs inhibiteurs de type KIR qui constituent un moyen de protection contre les 
lymphocytes Tγδ les plus cytotoxiques.195  
Les lymphocytes Tγδ sont impliqués dans la défense anti-infectieuse et antitumorale ainsi que 
dans des maladies auto-immunes ou inflammatoires. La réponse antitumorale des lymphocytes 
Tγδ intéresse plutôt les tumeurs solides d‘origine épithéliale qui expriment des ligands de 
NKG2D (MICA/B et ULBP).262 En effet, l‘interaction de NKG2D avec ses ligands a un puissant 
effet antitumoral.238  
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1.2.4.7.4- Les lymphocytes B  
Les lymphocytes B sont les acteurs principaux de l'immunité humorale. Après leur activation, 
ces cellules permettent la génération de cellules B mémoires et de plasmocytes qui produisent les 
anticorps de haute affinité, essentiels pour la réponse immunitaire de l‘hôte. L‘activation et la 
différenciation des cellules B dépendent de (i) la nature de l'antigène (polysaccharide, 
glycolipide, ou protéine), (ii) les signaux des TLRs; et (iii) les signaux auxiliaires et 
costimulateurs des cytokines.577 
En plus de leur rôle évident dans l'immunité humorale, il est maintenant établi que les 
lymphocytes B contribuent également à l'immunité cellulaire par l'intermédiaire d'au moins trois 
mécanismes: (i) ils servent de cellules présentatrices d'antigène qui améliorent la réponse médiée 
par les lymphocytes T, (ii) ils fonctionnent comme des effecteurs cellulaires qui produisent des 
cytokines inflammatoires, et (iii) ils modulent les réponses immunitaires par la sécrétion d'IL-10 
(sous-population B reg).103, 470 
Durant la carcinogenèse, les cellules B produisent des anticorps dirigés contre les antigènes 
tumoraux pour favoriser la régression tumorale, ou contre des composants de l‘ECM. Dans ce 
dernier cas la reconnaissance des complexes immuns formés induit l'angiogenèse et le 
recrutement vers la tumeur de macrophages de phénotype M2 de façon dépendante du récepteur 
FcγR.20 Ces macrophages M2 peuvent participer à la progression tumorale soit directement ou 
par l‘intermédiaire des fibroblastes. L‘IL-1 dérivé des macrophages incite les fibroblastes à 
recruter plus de macrophages et favoriser l‘angiogenèse.179 Des stratégies ciblant les cellules B et 
l‘IL-1 sont actuellement en essai clinique et pourront fournir des informations pertinentes sur la 
diversité des réponses inflammatoires liées au cancer, ainsi que de nouvelles stratégies 
thérapeutiques innovantes.149 L‘induction de la carcinogenèse et des métastases, dépendante des 
macrophages M2, peut aussi être induite par la sécrétion de l‘IL-4 par les cellules Th2, comme 
démontré dans un modèle murin de cancer du sein.144, 491  
Les lymphocytes B agissent non seulement sur le recrutement des TAM mais aussi sur leur 
polarisation vers un phénotype M2-like, favorisant ainsi la croissance du mélanome B16 
transplanté chez la souris. Cette polarisation vers l‘état M2-like est induite par la sécrétion 
constitutive de l‘IL-10 par la sous-population B-1 des lymphocytes B.901 (Figure 15) 
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Figure 15: Orchestration des macrophages associés aux tumeurs (TAM) par les lymphocytes B.491 Plusieurs 
voies orchestrent la fonction protumorale des cellules M2 dans les tumeurs. Les cellules B produisent des anticorps 
qui peuvent former des complexes immuns (ICs) reconnus par les récepteurs FcγR exprimés à la surface des TAM, 
oriantant ainsi leur polarisation afin de favoriser le cancer. L‘IL-4 dérivé des cellules Th2, les fibroblastes associés à 
la tumeur (TAF) et les cellules tumorales fournissent eux-mêmes des voies complémentaires qui peuvent polariser 
les macrophages vers un phénotype M2 protumoral. 
 
1.2.4.8- Molécules immunosuppressives du microenvironnement tumoral 
Les molécules sécrétées par les cellules cancéreuses et par diverses populations cellulaires 
immunosuppressives sont des éléments clés de l‘immunosuppression de la réponse anti-
tumorale. Ces molécules contribuent à la mise en place d‘un environnement favorable au 
développement de la tumeur. 
 
1.2.4.8.1- L’Interleukine 10 (IL-10) 
L‘IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui peut être sécrétée par de nombreux types 
cellulaires dont les mastocytes, les lymphocytes B et les lymphocytes T CD4+ notamment les 
Treg dans le cancer.578 L‘IL-10 supprime la production d‘IFN-γ par les cellules NK, et de 
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cytokines pro-inflammatoires (IL-12, TNF-α) par les cellules dendritiques et les macrophages, ce 
qui limite la différenciation Th1 des cellules CD4+, et donc les réponses anti-tumorales liées à 
cette population. L‘IL-10 induit également une diminution des molécules de costimulation CD80 
et CD86 à la surface des cellules présentatrices d‘antigènes et, donc, limite la capacité de ces 
cellules à activer les lymphocytes T. L‘IL-10 exerce néanmoins un effet positif sur la 
différenciation et la migration des lymphocytes T cytotoxiques, et elle active les lymphocytes B 
en augmentant leur expression du CMH-II, induisant une plus grande production 
d‘immunoglobulines IgA.539  
 
1.2.4.8.2- L’IL-6 et l’IL-1β  
L‘IL-6 et l‘IL-1 β sont des cytokines pro-inflammatoires. L‘IL-6 est produite  par les monocytes, 
les macrophages et, parfois, par les cellules tumorales; elle joue un rôle essentiel dans le 
développement tumoral. L‘IL-6 favorise la prolifération des cellules tumorales en stimulant la 
vascularisation de la tumeur.136 Elle est aussi impliquée dans la résistance de certaines cellules 
cancéreuses à la chimiothérapie, via l‘activation de STAT3, un intermédiaire de la voie de 
signalisation du récepteur de l‘IL-6 qui induit l‘augmentation de l‘expression de différentes 
protéines anti-apoptotiques.662 L‘IL-6 agit également sur les lymphocytes Th17, en influençant 
l‘expression à leur surface des ectonucléotidases CD39 et CD73, qui jouent un rôle essentiel 
dans l‘immunosuppression.104 Chez l‘homme, il a été montré qu‘elle pouvait bloquer la 
maturation des cellules dendritiques.519 De plus, le niveau d‘IL-6 présent dans le sérum de 
patients atteints de cancer colorectal a été associé à l‘augmentation de la taille de la tumeur, la 
progression tumorale, ainsi qu‘à une survie plus courte.568  
 
L‘IL-1β a comme sources principales les macrophages et les cellules dendritiques. L‘action de 
l‘IL-1β sur le système immunitaire dépend de sa concentration. La présence de grandes quantités 
d‘IL-1β, comme lors d‘une inflammation aiguë, augmente la production d‘IFN-γ par les 
lymphocytes T CD8+ et favorise donc une immunité anti-tumorale.234 À l‘inverse, une 
production d‘IL-1β modérée mais prolongée, par exemple lors d‘une inflammation chronique, 
induit l‘expansion des MDSC,77 ainsi que le développement et la multiplication des lymphocytes 
Th17, favorisant ainsi le développement de populations immunosuppressives et, donc, une 
réponse immunitaire non optimale, maintenant la croissance tumorale.72 
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1.2.4.8.3- Transforming Growth Factor-β (TGF-β) 
Le TGF-β est une cytokine produite, en autre, par les Treg. C‘est un puissant inhibiteur de la 
prolifération, qui joue un rôle central dans le maintien de l‘homéostasie des cellules épithéliales, 
endothéliales et hématopoïétiques. Chez l‘homme, sa présence à des stades précoces du 
développement de différents cancers contribue à l‘élimination des cellules cancéreuses.130  
Cependant, une fois que les cellules cancéreuses échappent aux systèmes de contrôle de 
prolifération dépendants du TGF-β, cette cytokine facilite l‘invasion de nouveaux tissus et la 
progression de la tumeur. La voie de signalisation du TGF-β s‘avère donc une cible attrayante 
pour le développement de médicaments anti-cancéreux.8 
 
 Signalisation du TGF-β 
Trois isoformes de TGF-β hautement homologues existent chez l'homme: TGF-β1, -2 et -3. Ils 
partagent les mêmes voies de signalisation, mais diffèrent aux niveaux de leurs taux 
d'expression, et leurs fonctions (comme le montrent les phénotypes de souris déficientes).8 
Le clivage protéolytique du TGF-β latent libère le TGF-β actif et permet sa liaison à ses 
récepteurs sérine / thréonine kinase transmembranaires de types I et II. Cette liaison induit 
l‘activation des domaines sérine / thréonine kinase intracellulaires facilitant la phosphorylation et 
l'activation ultérieure du récepteur de type I. L'activation du récepteur de type I conduit à la 
propagation de la signalisation par au moins deux voies indépendantes: la voie canonique 
SMAD-dépendante, et la voie non canonique SMAD-indépendante. (Figure 16) 
Dans la voie canonique, l'activation du récepteur TGF-βRI conduit à la phosphorylation des  R-
SMAD (SMAD2 et SMAD3). Suite à leur phosphorylation, ces deux protéines ainsi que SMAD4 
subissent une translocation vers le noyau, où elles interagissent avec d'autres facteurs de 
transcription pour réguler la transcription des gènes cibles.764 Les protéines R-SMAD participent 
également à la biogenèse et la régulation post-transcriptionnelle des microARN.139  
Dans la voie non-canonique, le complexe activé du récepteur au TGF-β transmet un signal par 
l'intermédiaire d'autres facteurs, tels que le TNF, TRAF4, TRAF6, MAPK p38, PI3K, AKT, 
ERK, JNK, NF-B et TAK1, la kinase activée par le TGF-β.8  
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Ainsi, les réponses cellulaires au TGF-β résultent de la combinaison dynamique de plusieurs 
cascades de signalisation canoniques et non canoniques ainsi que d'autres voies de signalisation, 
ce qui pourrait être la cause de la diversité des réponses liées au TGF-β.8  
Figure 16: Schéma des voies canonique (gauche) et non canonique (droite) de la signalisation TGF-β. 8 
 
 Immunosuppression, inflammation et cancer 
Le phénotype inflammatoire des souris TGF-β1-KO démontre la fonction immunosuppressive de 
ce ligand.402, 772 Cette fonction immunosuppressive est exercée en limitant la croissance des 
cellules immunocompétentes ou bien en induisant leur polarisation vers des phénotypes tolérants. 
Le TGF-β exerce une activité de suppression de la croissance sur la plupart des cellules du 
système immunitaire en particulier les lymphocytes B et T, et ceci en inhibant la prolifération des 
cellules T et en induisant l‘apoptose des cellules B.679, 716 (Figure 17) 
Le TGF-β module l‘orientation phénotypique des lymphocytes T CD4+ naïfs en induisant leur 
différenciation en cellules Treg via la régulation positive mais indirecte de l'expression de 
FOXP3, et en inhibant leur différenciation en cellules Th1 et Th2.505  
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Au cours de la progression tumorale, l'excès de TGF-β abroge la surveillance immunitaire en 
atténuant les fonctions anti-tumorales des cellules T CD8+, T CD4+ et des cellules dendritiques. 
Ainsi, des souris transgéniques CD4-ΔTGF-β R2, qui sont déficientes pour la signalisation TGF-
β dans les cellules CD4+, ont une réponse CTL plus spécifique envers les tumeurs en 
comparaison avec des souris sauvages.251  
Le TGF-β dérivé des tumeurs bloque également la différenciation des cellules dendritiques 
présentatrices de l‘antigène et modifie l‘expression de récepteurs aux chimiokines, ce qui bloque 
la migration de ces cellules et réduit la surveillance immunitaire.735, 918 En ce qui concerne les 
cellules du système immunitaire inné, le TGF-β inhibe directement la production d‘IFN-γ médiée 
par les cellules NK. Il induit aussi la polarisation des macrophages et des neutrophiles d‘un 
phénotype M1 anti-tumoral vers un phénotype M2 pro-tumoral.208, 495 
Outre sa fonction immunosuppressive prédominante, le TGF-β peut également exercer un rôle 
pro-inflammatoire par l‘induction du phénotype Th17 en présence de l‘IL-6.47, 489 La régulation 
du système immunitaire par le TGF-β est complexe et dépendante du contexte.  
 
Figure 17: Effets du TGF-β sur les cellules du système immunitaire. 8 
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2- Thérapies ciblant le microenvironnement tumoral : 
efficacité et résistance 
 
Le microenvironnement du mélanome joue un rôle majeur dans la mélanomagenèse, l‘invasion 
tumorale, et la réponse aux thérapies conventionnelles. Le ciblage des composantes du stroma 
tumoral constitue une approche thérapeutique attrayante dans le traitement de ce cancer. 
(Tableau 3) 
 
2.1- Ciblage de la matrice extracellulaire 
Comme déjà énoncé, les MMP participent à la progression du mélanome. Certains inhibiteurs de 
ces protéases, marimastat (BB-2 516) et son analogue batimastat (BB-94), ont été développés au 
cours de la dernière décennie, mais n'ont pas répondu aux attentes cliniques lors de leur 
utilisation en monothérapie. L‘échec clinique de ces inhibiteurs peut être partiellement due au 
fait que les MMP soient également requises pour la sécrétion de facteurs anti-angiogéniques tels 
que l'angiostatine et l'endostatine.502 De plus, les inhibiteurs de MMP ont été testés chez des 
patients atteints de mélanome avancé, alors que les études précliniques avaient indiqué qu'ils 
n‘étaient efficaces qu‘au cours des stades précoces.604,871  
Outre les MMP, les cathepsines B, K, et L semblent être régulées à la hausse dans les cellules du 
mélanome et les cellules stromales voisines. ,Quelques essais précliniques ont montré que des 
inhibiteurs de ces protéases pourraient limiter le potentiel métastatique des cellules du 
mélanome.608, 675   
 
2.2- Ciblage de l’angiogenèse tumorale 
L‘angiogenèse joue un rôle central dans la progression du mélanome; ainsi, les cellules 
endothéliales ainsi que les facteurs de croissance angiogéniques et leurs récepteurs constituent 
des cibles thérapeutiques. Ont été utilisé le bevacizumab, un anticorps monoclonal humanisé qui 
se lie au VEGF et inhibe sa fixation à son récepteur VEGFR ainsi que le BAY 43-9006, un 
inhibiteur de kinases multiples qui cible VEGFR. D‘autres cibles angiogéniques telles que les 
protéases matricielles et des facteurs de croissance qui favorisent la vasculogenèse et la 
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prolifération de la cellule endothéliale, sont également en investigation.480 Cependant, certaines 
tumeurs développent une résistance aux agents anti-angiogéniques en exprimant des facteurs de 
sauvetage angiogénique871. 
 
Tableau 3: Essais cliniques des agents ciblant le microenvironnement du mélanome. 871 
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2.3- L’immunothérapie 
Le mélanome est une tumeur largement investiguée comme cible pour l'immunothérapie en 
raison de son potentiel immunogène élevé et de l‘infiltration des lymphocytes dirigés contre ses 
antigènes spécifiques.367 Toutefois, la tumeur et son environnement sont capables d'induire 
l'anergie ou l'épuisement des lymphocytes infiltrant qui ne sont ainsi plus capables de réagir à un 
stimulus antigénique ou simplement activateur. L'expression de récepteurs inhibiteurs comme 
CTLA-4, et PD-1 par les lymphocytes cytotoxiques et/ou de ligands ou facteurs solubles par les 
cellules tumorales ou du microenvironnement ainsi que la présence de cellules 
immunosuppressives ou de cellules présentatrices d'antigènes immatures limitent l‘induction  
d‘une réponse anti-tumorale efficace.810 (Figure 18) 
La compréhension de ces mécanismes est nécessaire pour contourner l‘échappement immunitaire 
et développer des stratégies thérapeutiques efficaces en clinique. Dans ce contexte une nouvelle 
génération d'anticorps monoclonaux est en pleine ascension, les anticorps ciblant les 
lymphocytes T dans l'intention de stimuler ou réactiver les réponses T spécifiques. Parmi ces 
anticorps, on trouve les anti-TNFα, anti-IL-10 ou anti-TGF-β, des anticorps agonistes stimulant 
les récepteurs activateurs et les anticorps antagonistes bloquant les voies inhibitrices (anti-
CTLA-4 et anti-PD-1/PD-L1).157, 516, 750 
Figure 18: Régulation de la réponse immunitaire par les points de contrôle immunitaire. 612 
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2.3.1- Les anti-CTLA-4 
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) est le premier point de contrôle immun 
ciblé cliniquement pour le traitement du mélanome. Exprimé uniquement par les lymphocytes T, 
CTLA-4 régule l‘amplitude de l‘activation de ces cellules en neutralisant l‘action de la molécule 
costimulatrice, CD28.438, 717, 748 
Une fois la reconnaissance d'un antigène par les récepteurs des lymphocytes T (TCR), CD28 
amplifie fortement la signalisation de ces derniers pour activer les cellules T. CD28 et CTLA-4 
partagent des ligands identiques: CD80 (ou B7-1) et CD86 (ou B7-2).30, 203, 284 L‘expression de 
CTLA-4 à la surface des cellules T atténue leur activation par compétition avec CD28 pour la 
liaison de CD80 et CD86, ainsi que par la production des signaux inhibiteurs. 458, 698, 743 En effet, 
certaines études suggèrent que l'activation par CTLA-4 des protéine phosphatases, SHP2 et 
PP2A, joue un rôle important dans la lutte contre les signaux de kinases qui sont induits par 
CD28.717  
Le rôle physiologique de CTLA-4 semble être exercé principalement sur les populations de 
lymphocytes T CD4+, notamment il régule positivement l'activité des cellules Treg aux dépens 
de celle des cellules T auxiliaires (Th). 630, 898 Une autoimmunité et une hyperactivation 
immunitaire systémique létale sont observées chez les souris déficientes pour CTLA-4.842, 882 
Dans ce contexte, a été développé en 1996 un modèle préclinique démontrant que l‘inhibition 
partielle de CTLA-4 par des anticorps pouvait renforcer la réponse antitumorale endogène et 
aboutir à une régression tumorale sans toxicité immunitaire. Cependant, cette réponse n‘avait été 
observée que pour des tumeurs peu immunogènes et en combinaison avec une approche 
vaccinale utilisant le GM-CSF.429, 862  
Ces résultats précliniques ont encouragé le passage aux essais cliniques de l‘anti-CTLA-4 chez 
l‘homme. Les premiers essais ont débuté dans les années 2000 avec deux anticorps monoclonaux 
humanisés dirigés contre CTLA-4 : l'ipilimumab (de type IgG1) (Yervoy®, BMS) et le 
trémélimumab (IgG2) (CP-675,206, ticilimumab, Pfizer). Le premier essai de phase III a été 
réalisé avec le trémélimumab comparé à la dacarbazine, dans les mélanomes avancés. Cet essai a 
dû être interrompu devant l'absence d‘amélioration par rapport au traitement standard.692 En 
revanche, les essais cliniques de l'ipilimumab ont montré un bénéfice en survie. (Tableau 4) Par 
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la suite, l'ipilimumab a été approuvé par la FDA et l'EMA en 2011 pour le traitement du 
mélanome métastatique.  
 
2.3.2- Les anti-PD-1/PD-L1 
PD-1 (Programmed cell death protein-1) est un récepteur de rétrocontrôle immun impliqué dans 
la modulation de l'activité des lymphocytes T dans les tissus périphériques par l'intermédiaire de 
l'interaction avec ses ligands, PD-L1 (B7-H1) et PD-L2 (B7-DC). Ce récepteur empêche la 
surstimulation des réponses immunes et contribue au maintien de la tolérance immunitaire aux 
antigènes du soi.204, 371 
Lors de la reconnaissance de l'antigène, les cellules T activées expriment à leur surface PD-1 et 
produisent les interférons qui stimulent l‘expression de PD-L1 dans de nombreux tissus, y 
compris le cancer et particulièrement le mélanome. PD-L2 est exprimé par les cellules 
dendritiques, les macrophages, les mastocytes et les lymphocytes B. 540, 612, 846, 946 La liaison de 
PD-1 à ses ligands limite l'activité effectrice des cellules T, et par conséquent elle régule la 
réponse immunitaire et prévient l'auto-immunité846. PD-1 est induit non seulement sur les 
lymphocytes T effecteurs, mais également sur les Tregs202, les lymphocytes B activés et les 
cellules NK.837  
Plusieurs anticorps qui ciblent l‘axe PD-1/PD-L1 ont été mis au point pour différentes tumeurs. 
Les anti-PD-1 bloquent sa liaison à la fois à PD-L1 et PD-L2, tandis que les anticorps anti-PD-
L1 bloquent l‘interaction PD-1/PD-L1 et potentiellement l‘interaction PD-1/CD80.540 
En ce qui concerne les anti-PD-1, plusieurs anticorps monoclonaux ont été développés: le 
nivolumab (IgG4 humain), le lambrolizumab (IgG4 humanisé), et le pidilizumab (IgG1 
humanisé). Les anti-PD-L1 qui sont en développement clinique comprennent : MPDL3280A, 
MEDI4736, et MSB0010718C. Ces anticorps appartiennent à l‘isotype IgG1. 295  
Le nivolumab a été récemment comparé avec la dacarbazine dans une étude de phase III chez les 
patients atteints de mélanome non muté pour BRAF et n‘ayant reçu aucun traitement. Le taux de 
survie à 1 an était de 73% pour le nivolumab vs 42% pour la dacarbazine. Les événements 
indésirables ont été plus fréquents dans le groupe traité par la dacarbazine.540  
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Dans un autre essai de phase III, le nivolumab a été comparé à la chimiothérapie chez les patients 
ayant subi une progression tumorale sous ipilimumab. Le taux de réponse global en présence du 
nivolumab a augmenté de 11% à 32%, avec diminution des événements indésirables. Le 
nivolumab a été approuvé en Décembre 2014 pour les patients atteints de mélanome à un stade 
avancé après progression de la maladie suite à un traitement thérapeutique.885 
Pour le lambrolizumab, l‘essai clinique de phase II comparant deux schémas posologiques chez 
des patients atteints de mélanome avancé et réfractaires à l‘ipilimumab, a montré que le 
lambrolizumab a amélioré la survie sans progression et les réponses objectives durables par 
rapport à la chimiothérapie. Le lambrolizumab a reçu l'approbation de la FDA en Septembre 
2014 pour les patients atteints de mélanome traités préalablement par l'ipilimumab.693, 702  
Pour les anti-PD-L1, les cohortes réalisées sur des patients atteints de mélanome métastatique 
traités avec MPDL3280A ont abouti à un taux de réponse global de 26% et une survie sans 
progression sur 24 semaines de 35%.275 La combinaison du MPDL3280A avec le vémurafénib 
est actuellement en étude chez les patients atteints de mélanome avancé et mutés pour BRAF. 
L‘anticorps MEDI4736 est également en cours d‘étude en combinaison avec le dabrafénib et le 
tramétinib, deux inhibiteurs de la voie BRAF, chez des sujets atteints de mélanome métastatique 
portant la mutation BRAF.540 
Le ciblage de l‘activation des cellules T à différents stades de la réponse immunitaire pourrait 
conduire à une efficacité accrue dans le contexte clinique, ce qui pourrait retarder la résistance 
aux agents conventionnels. La combinaison des anticorps ciblant PD-1 et CTLA-4 dans des 
modèles précliniques a amélioré l‘activité antitumorale par rapport à la monothérapie.132 De 
même, les études cliniques ont montré que le traitement combinant l'ipilimumab et le nivolumab 
chez les patients atteints de mélanome avancé, a amélioré le taux de réponse jusqu‘à 40%. 
Cependant 53% des patients ayant reçu le traitement combiné ont subi plus d‘effets indésirables 
par rapport à la monothérapie.900  
D‘autres récepteurs inhibiteurs tels que LAG3, CD244, BTLA et TIM3 ont été associés à 
l'inhibition de l'activité des lymphocytes et l'induction de leur anergie. Le ciblage de ces 
récepteurs par des anticorps, en monothérapie ou en combinaison avec d‘autres agents bloquants, 
montre une augmentation de l'immunité anti-tumorale dans des modèles animaux du cancer. 
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Bien que les anticorps bloquants humains spécifiques pour un certain nombre de ces 
«checkpoints» immunitaires de seconde génération soient en cours de développement, aucun 
n'est pour l‘instant utilisé en clinique.612 
 
Tableau 4: Résultats des essais cliniques des immunothérapies dans le mélanome 515 
Agents Indication n Taux de réponses    Survie Refs 
Ipilimumab 
et/ou 
nivolumab  
Mélanome 
non traité de 
stade avancé 
945  -Nivolumab: 44%   
-Ipilimumab + 
nivolumab: 58%   
-Ipilimumab: 19%   
 421 
Ipilimumab et 
nivolumab 
(combinaison 
simultanée ou 
séquentielle 
avec 
augmentation 
de dose) 
Mélanome de 
stade avancé 
53  42%  1 an: 85%  
2 ans: 79% 
822 
Ipilimumab + /-
nivolumab 
Mélanome 
non traité de 
stade avancé 
142  -Ipilimumab + 
nivolumab: 61%   
-Ipilimumab: 11%   
Survie moyenne sans 
progression 
Ipilimumab: 4.4 mois 
653 
Ipilimumab et 
bevacizumab 
(combinaison 
simultanée ou 
séquentielle 
avec 
augmentation 
de dose) 
Mélanome de 
stade avancé 
46  19.6%  Survie globale moyenne: 
25.1 mois 
303 
Ipilimumab 
et/ou vaccin 
GP100  
Mélanome de 
stade avancé  
prétraité 
676 -Ipilimumab: 10.9%  
-Ipilimumab + 
vaccin: 5.7% 
-Vaccin: 1.5% 
Survie globale moyenne: 
Ipilimumab: 10.1 mois  
Ipilimumab + vaccin: 10 
mois  
Vaccin: 6.4 mois  
304 
Ipilimumab + /-
dacarbazine  
 
Mélanome 
non traité de 
stade avancé 
502 -Ipilimumab + 
dacarbazine: 15.2%  
-Dacarbazine: 
10.3% 
Survie globale moyenne: 
-Ipilimumab + 
dacarbazine: 11.2 mois  
-Dacarbazine: 9.1 mois 
703 
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2.3.3- Les cytokines 
L'interleukine-2 (IL-2), une protéine produite principalement par les lymphocytes T CD4+, active 
et induit la prolifération des cellules NK, et T CD4+ et CD8+. Vu la durabilité de la réponse 
induite par l‘IL-2, cette cytokine a été approuvée par la FDA pour le traitement du mélanome 
métastatique. Cependant, le taux des réponses cliniques objectives à la monothérapie d‘IL-2 n‘est 
que de 15%, avec de nombreux effets secondaires tels que l'oedème pulmonaire, l'hypotension et 
la fièvre.770  
Dans un essai clinique randomisé chez des patients atteints de mélanome métastatique, la 
combinaison de l'IL-2 avec le vaccin peptidique gp100 a doublé les réponses cliniques et a 
augmenté la survie sans progression par rapport à l‘utilisation unique d'IL-2.749 
Actuellement, une nouvelle stratégie proposant l‘utilisation concomitante d'IL-2 et du vaccin de 
l‘antigène MAGE contenant un adjuvant est en cours d‘investigation. Un autre essai intéressant 
combinant de fortes doses d‘IL-2 à l‘ipilimumab chez des patients atteints de mélanome 
métastatique a montré un taux de réponse global de 25% maintenu au-delà de 6 ans, avec un taux 
de réponse complète de 17%. Ceci suggère que la combinaison de cytokines stimulatrices avec 
des inhibiteurs des points de contrôle immuns pourrait constituer une stratégie thérapeutique 
prometteuse.661 
L‘interféron-alpha (IFN-α) est approuvé par la FDA pour le traitement adjuvant du mélanome de 
stade III. L‘IFN-α a été montré pour augmenter la survie sans récidive mais pas la survie globale 
dans la plupart des études. Les données suggèrent que les patients atteints de lésions primaires et 
microscopiques ulcérées doivent bénéficier d‘IFN-α en comparaison avec les patients présentant 
un mélanome nodal palpable.770 Les effets secondaires associés à ce traitement sont une hépatite 
immunitaire, de la fièvre, des frissons et de la fatigue. 
D‘autres cytokines comme l‘IL-21, qui a produit un taux de réponse objective de 22,5%, et l'IL-
12 qui a montré des réponses positives 641, 770 , sont actuellement en cours d‘étude pour le 
traitement du mélanome métastatique.  
 
106 |  
 
2.3.4- Transfert adoptif de lymphocytes T 
Cette stratégie thérapeutique implique la sélection de lymphocytes autologues ayant une activité 
antitumorale, leur expansion / activation ex vivo, et leur réinjection chez le patient afin de réduire 
au minimum l'immunosuppression endogène.221, 341 (Figure 19) Ce traitement a induit la  
régression tumorale chez environ 50% des patients atteints de mélanome métastatique.711  
Malgré l'efficacité thérapeutique du transfert adoptif dans le mélanome, certains défis empêchent 
son approbation large par la FDA, notamment la méthodologie complexe de fabrication de 
grands nombres de cellules T, et la toxicité liée à l‘utilisation de fortes doses d‘IL-2 dans ce 
protocole.770  
Les rechutes fréquemment observées après l‘immunothérapie par transfert adoptif sont dues à la  
perte réversible d'antigènes mélanocytaires médiée par le TNF-α414; et au rôle 
immunosuppresseur des Tregs.387 La possibilité d'utiliser le marqueur  immunostimulateur 
CD137 pour la sélection des lymphocytes T réactifs contre les cellules tumorales a été explorée 
récemment avec succès.926  
La défaillance des cellules CD8+ transférées à persister chez les patients pourrait être une cause 
majeure de l'efficacité limitée de cette approche de traitement. Dans certains essais ce problème a 
été traité par l'administration de l'IL-2 après la perfusion, ou la lymphodéplétion avant la 
perfusion. Une autre approche a été également testée, elle consiste à stimuler des cellules CD8+ 
in vitro avec des APC présentant l‘antigène MART-1 en présence d'IL-2 et d‘IL-15. Ces 
lymphocytes ont montré un phénotype mémoire, et ont été dirigés avec succès aux sites 
tumoraux, produisant ainsi une réponse complète chez l'un des neuf patients, ainsi que des 
réponses partielles chez plusieurs patients.84  
Une dernière approche de transfert adoptif de cellules T en cours d‘investigation est de créer des 
populations de cellules T réactives aux tumeurs à partir de la transduction par rétrovirus de 
récepteurs chimériques d'antigènes (CAR) dirigés contre des antigènes associés aux tumeurs. 
Ceci évite le besoin de présentation des antigènes par les CMH des APC pour activer les cellules 
T. Dans le mélanome, les lymphocytes T redirigés pour reconnaître MART-1 ont montré des 
réponses cliniquement significatives.372, 803  
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Des résultats récents indiquent que les cellules T CD4+ pourraient également contribuer à la 
réussite du transfert adoptif en induisant la sénescence tumorale liée à la production de niveaux 
élevés d'IFN-γ et de TNF-α.66  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19: Immunothérapie par transfert adoptif de cellules. 709 
 
2.3.5- Transfert adoptif de cellules NK 
Les cellules NK sont une partie essentielle de l'immunité innée et ont attiré l‘attention dans le 
cadre des immunothérapies du mélanome. Les cellules NK, en principe, sont capables de 
reconnaître et détruire les cellules infectées par un virus ou les cellules malignes sans nécessité 
d'une stimulation antigénique préalable. Cependant, leur activité dépend d‘une balance entre des 
facteurs stimulateurs ou inhibiteurs comme déjà énoncé. Les récepteurs inhibiteurs de cellules 
NK, KIR, ont été ciblés au cours d‘un essai clinique avec l'anticorps antagoniste BMS-986015, 
conçu pour bloquer l‘inhibition par KIR de la cytolyse des cellules tumorales.770 
Les cellules NK obtenues à partir des PBMC ont été activées in vitro pour subir le transfert 
adoptif.710 Ces essais de transfert adoptif de cellules NK autologues avec ou sans 
lymphodéplétion préparative n‘ont attribué aucun avantage à cette technique.615 De nouvelles 
stratégies pourraient inclure la combinaison du transfert de cellules NK avec des anticorps 
immunomodulateurs, ou même le transfert de cellules NK allogéniques activées.45 
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2.3.6- Immunothérapie à base de cellules dendritiques 
Cette technique consiste à incuber les DC avec les antigènes tumoraux et un adjuvant ex vivo. Ce 
processus induit la maturation des DC, qui consiste à traiter les antigènes et les présenter aux 
cellules T CD4+ et CD8+ par molécules de CMH. Les DC peuvent également stimuler la réponse 
immunitaire innée (cellules NK et phagocytes) ainsi que la réponse immunosuppressive des 
cellules T régulatrices suivant les facteurs présents dans le microenvironnement tumoral.770 
Des essais cliniques ont exploré les différentes méthodes  de génération des DC chez des patients 
atteints de mélanome métastatique. Dans un essai clinique réalisé en 1998, les patients ont été 
vaccinés par des DC dérivées de monocytes incubés avec un lysat tumoral ou un mélange de 
peptides liés à la tumeur, et stimulées avec le GM-CSF et l‘IL-4. Cinq de 16 patients ont montré 
des réponses objectives.566 L‘activation des monocytes par un peptide tumoral unique MAGE-
3A1, a abouti à une expansion clonale de cellules T CD8+ dirigées contre MAGE-3A1 chez 8 de 
11 patients de mélanome métastatique.840  
Dans des approches différentes, les DC immatures ont été générées à partir des progéniteurs 
hématopoïétiques CD34+ ou à partir des cellules de Langerhans, par stimulation avec un cocktail 
de cytokines prédéfinies, et elles ont été incubées in vitro avec un pool de peptides dérivés 
d'antigènes de mélanome. Ces approches aboutissent à des réponses immunitaires durables.476, 707  
La stimulation des DC pourrait être effectuée non seulement en les exposant à des antigènes 
tumoraux, mais aussi en les transfectant par des ARNm codant pour ces antigènes.529 Cette 
méthode rallonge la durée d‘exposition et induit de fortes réponses immunitaires significatives 
traduites par un large répertoire de lymphocytes T spécifiques producteurs d'IFN-γ.1  
La réussite de la vaccination par les DC dépend également de leur capacité à stimuler les cellules 
T CD8+ via la sécrétion d'IL-12 p70. Ceci dépend, à son tour, de la stimulation des DC par deux 
signaux: CD40 ou TLR et INF-γ. La maturation in vitro de PBMC et leur stimulation à la fois 
par CD40L et INF-γ augmente les niveaux d'IL-12 produits par les DC, et améliore la réponse 
clinique.95 Tous ces résultats cliniques montrent l‘intérêt de la vaccination par les DC. La 
combinaison de cette technique avec des anticorps immunomodulateurs pourraient aboutir à des 
résultats prometteurs.694 
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2.3.7- Ciblage des macrophages associés aux tumeurs 
Plusieurs agents qui ciblent le recrutement des macrophages dans les tissus tumoraux et / ou 
inhibent la différenciation des macrophages vers le phénotype M2 pro-tumoral sont actuellement 
en cours d‘investigation. De façon intéressante, l‘utilisation de la trabectédine qui tue les 
monocytes et /ou les macrophages, a montré une efficacité vis-à-vis des tumeurs murines.232 
Le ciblage du CD204, un récepteur éboueur de classe A fortement exprimé sur les TAM, par un 
anti-CD204 a permis d‘éliminer les TAM et d‘inhiber la progression du cancer de l'ovaire chez la 
souris.33  
De même, le ciblage du récepteur du folate (FRβ), préférentiellement exprimé sur les TAM, par 
une immunotoxine a abouti à la déplétion des TAM et la suppression de la croissance tumorale 
dans un modèle de gliome de rat.557, 663  
De plus, un anticorps dirigé contre TIM-3 qui joue un rôle important dans l'activation de TAM, 
est capable de supprimer les effets tumorigènes dans un modèle de cancer du rein.390  
Une étude récente a montré que le CSF-1, requis pour la différenciation des macrophages, joue 
également un rôle important dans la formation des réseaux de vaisseaux sanguins à haute densité 
(HEV) dans un modèle de tumeur murine.401 Certains inhibiteurs du récepteur CSF-1R ont été 
développés et semblent réduire de manière significative la progression tumorale par l‘inhibition 
de la différenciation des macrophages vers le phénotype M2 pro-angiogénique.400, 668 Dans le 
glioblastome, l‘inhibition du CSF-1R se traduit par la réduction importante du volume tumoral et 
la survie à long terme des souris. Cette inhibition s‘est accompagnée d‘une repolarisation des 
macrophages vers un phénotype anti-tumoral.672 Des résultats similaires ont été observés dans 
des modèles de cancer du sein et du col utérin.811 Les inhibiteurs du CSF-1R ont également 
amélioré l'efficacité de la chimiothérapie et de la radiothérapie par la stimulation des réponses 
immunitaires anti-tumorales.530, 765 Le ciblage du CSF-1R par un anticorps neutralisant, a abouti 
à l‘augmentation du rapport des cellules T  CD8+ / CD4+.695 
L‘ensemble de ces données démontre l‘importance du ciblage des TAM dans les thérapies anti-
tumorales, que ce soit en termes de déplétion ou de redifférenciation. 
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2.3.8- Ciblage de TGF-β 
Figure 20: Représentation schématique des approches thérapeutiques bloquant la signalisation TGF-β.8 
 
Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été concues pour cibler la voie de signalisation TGF-β. 
(Figure 20) Ainsi, la signalisation TGF-β pourrait être inhibée par :1- la séquestration de TGF-β 
à l'aide de récepteurs solubles dérivés des ectodomaines des récepteurs TβRII ou TβRIII, 2- 
l‘utilisation d‘anticorps ou de peptides inhibiteurs neutralisant le TGF-β, ou 3- des inhibiteurs 
des kinases du TβRI ou TβRII. De plus, la traduction de l'ARNm du TGF-β peut être bloquée en 
ciblant ce dernier avec des oligonucléotides antisens, empêchant ainsi la production de la 
protéine. D'autres approches ciblant le TGF-β reposent sur le blocage du passage de ce ligand de 
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la forme latente jusqu'à la forme active.  Trois molécules qui affectent la signalisation du TGF-β 
indirectement (losartan) ou via une cible non encore identifiée (tranilast et pirfénidone) ont été 
également décrites. 8 
Toutes ces approches réduisent l'initiation des signaux en aval des récepteurs au TGF-β, tels que 
la phosphorylation  des protéines R- SMAD, et la régulation transcriptionnelle des gènes cibles. 
Ces approches ont été testées dans des essais précliniques et ont montré une efficacité dans 
l‘inhibition de la progression de différentes maladies notamment le cancer. (Tableau 5)  
 
Tableau 5: Récapitulatif des différentes molécules inhibitrices de TGF-β en développement préclinique.8 
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III. Les Sphingolipides 
 
1- Généralités 
Les sphingolipides (SLs), comme les glycolipides et les stérols, sont des éléments lipidiques de 
structure de la membrane plasmique des cellules eucaryotes. Ils jouent un rôle important dans la 
régulation de la perméabilité et la signalisation cellulaire.408 La nature énigmatique des 
sphingolipides, nommés ainsi en référence au sphinx de la mythologie grecque, remonte non 
seulement à leur structure et métabolisme complexes, mais aussi aux fonctions biologiques qu'ils 
remplissent.721  
Les SLs sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique à partir de précurseurs non 
sphingolipidiques. Ils sont caractérisés par une structure de base à 18 atomes de carbone et une 
fonction amino-alcool, appelée la base sphingoïde. La base sphingoïde des SLs peut être la 
sphinganine ou la sphingosine qui contient une double liaison trans 4-5, essentielle pour l‘activité 
biologique des SLs qui sont à base de sphingosine. Un certain nombre d'autres bases sphingoïdes 
de longue chaîne a été décrit: la phytosphingosine (4-hydroxysphinganine) comprend un groupe 
hydroxyle en C-4, la méthylsphingosine contient un groupe méthyle en C-15, et d‘autres bases 
sphingoïdes contenant 20 atomes de carbone ont été détectées à des niveaux élevés dans les 
gangliosides cérébraux. Dans des cas rares, des bases sphingoïdes contenant 14 atomes de 
carbone ont été décrits.517  
Des acides gras sont fixés par N-acylation à ces bases sphingoïdes pour former les SLs. Ces 
acides gras peuvent être saturés de longueur de chaîne et degré d'hydroxylation variables ou 
monoinsaturés à très longues chaînes.408  
La biosynthèse et le catabolisme des SLs forment un réseau très complexe d'étapes métaboliques 
où le céramide occupe la position centrale.13, 548 La synthèse de novo du céramide commence par 
la condensation de la sérine et du palmitoyl coenzyme A (CoA), une réaction contrôlée par la 
sérine palmitoyl transférase (SPT), elle-même régulée négativement par la protéine ORM1-like 3 
(ORMDL3). Cette condensation est suivie par une série de réactions conduisant à la formation de 
céramide.475 (Figure 21)   
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Par la fixation de différents groupes sur le carbone C-1, le céramide donne plusieurs SLs 
complexes. Par exemple, la fixation de la phosphorylcholine forme la sphingomyéline (SM), et la 
fixation du glucose ou du galactose est la première étape dans la formation des 
glycosphingolipides (GSLs). D‘autres sucres plus complexes tels que la N-acétylglucosamine, la 
N-acétylgalactosamine et l'acide sialique ont été décrits dans les GSLs ce qui augmente la 
diversité structurale et la complexité de cette classe de SLs.245, 388  
Le céramide peut également être formé à partir de l'hydrolyse de la SM ou du glucosylcéramide, 
catalysée respectivement par des sphingomyélinases (SMases) ou des glucosylcéramidases.475 
 
 
Figure 21: Structure (a) et biosynthèse de novo (b) du céramide.475 CDase: Céramidase; CerS: Céramide 
synthase; GCase: Glucosylcéramidase; GCS: Glucosylcéramide synthase; Pase: Phosphatase; PtdEtn: Phosphatidyl 
éthanolamine; SMase: Sphingomyélinase; SMS: Sphingomyéline synthase; SPPase: Sphingosine phosphate 
phosphatase. 
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2- Métabolisme du céramide en sphingosine-1-phosphate 
Malgré la diversité des composants du métabolisme des SLs, deux métabolites (le céramide et la 
sphingosine-1-phosphate (S1P)) ont suscité une attention particulière en raison de leurs effets 
pléïotropes sur des processus cellulaires tels que la croissance, la survie, l'angiogenèse, le trafic 
des lymphocytes, et la progression du cancer.474  
Le clivage du céramide par les céramidases donne la sphingosine qui est phosphorylée par les 
sphingosine kinases 1 et 2 (SK1 et SK2) pour générer la S1P. La S1P peut être soit 
déphosphorylée par les S1P phosphatases (SPP) pour regénérer la sphingosine, ou dégradée par 
la S1P lyase (SPL) pour aboutir à des produits non sphingolipidiques: l‘hexadécanal et la 
phospho-éthanolamine qui constituent le seul point de sortie de la voie des SLs.281 (Figure 22) 
L'équilibre entre la production et la dégradation de la S1P est étroitement régulé puisque la S1P 
est un lysophospholipide bioactif pléiotrope, qui exerce ses effets biologiques selon deux 
mécanismes. 828 D'une part, la S1P peut agir comme un second messager intracellulaire en 
stimulant la prolifération et à l‘inverse, en inhibant l'apoptose.798  
D'autre part, la S1P peut être sécrétée pour activer des récepteurs spécifiques présents à la 
surface cellulaire. Ainsi, la S1P stimule des cascades de signalisation autocrine et paracrine qui 
induisent la migration cellulaire, l'angiogenèse, et la différenciation.667 En revanche, le céramide 
est principalement impliqué dans l'apoptose, l‘arrêt du cycle cellulaire, et la sénescence.281  
Les effets opposés du céramide et de la S1P et le fait que ces deux métabolites sphingolipidiques 
soient interconvertibles a abouti au dogme du rhéostat céramide / S1P postulant que le rapport de 
ces lipides détermine le destin des cellules.134  
Vu leur rôle clé dans la régulation de processus biologiques fondamentaux (prolifération, survie, 
et migration cellulaires, angiogenèse et réponses inflammatoires), les enzymes régulant la 
balance de ces deux SLs constituent une voie attrayante dans la recherche de thérapies ciblées.   
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Figure 22: Rhéostat Céramide (Cer)/ Sphingosine (Sph)/ Sphingosine 1-Phosphate (S1P). 666 Cer: Céramide; 
SK1: Sphingosine kinase 1; Sph:Sphingosine; S1PP: S1P phosphatases; S1PR: Récepteur de la S1P; SM: 
sphingomyéline; SGPL1: S1P lyase. 
 
 
2.1- Anabolisme de la S1P  
Les sphingosine kinases (SK, ou SphK) sont une classe de kinases lipidiques qui ont été 
conservées pendant l‘évolution. Elles sont exprimées chez les humains, les souris, les levures et 
les plantes, avec des homologues chez les vers et les mouches. Deux isoenzymes mammifères 
sont caractérisées jusqu‘à ce jour: SK1 et SK2. Ces isoenzymes sont différemment régulées et 
possèdent des propriétés cinétiques, et des modes d‘expression spatiale et temporelle distincts. 
Cependant elles disposent d‘un même domaine catalytique qui contient une séquence consensus 
(SGDGX (17-21) K (R)) d‘un site de liaison à l'ATP. Ce domaine leur permet de phosphoryler la 
sphingosine proapoptotique en un métabolite de survie, la S1P.799  
 
2.1.1- Structure et isoformes des sphingosine kinases 
Les gènes Sphk1 et Sphk2 sont situés respectivement au niveau des chromosomes 17q25.2 et 
19q13.2. La taille des protéines correspondantes sont 43 kDa et 65 kDa, respectivement avec une 
similitude de 47% dans la région N-terminale et de 43% dans la région C-terminale. Les deux 
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enzymes possèdent cinq régions hautement conservées (C1-C5), avec le domaine catalytique à 
l'intérieur des régions C1-C3 et le site de liaison à l‘ATP dans le domaine C2. La SK2 possède 
quatre domaines transmembranaires, tandis que la SK1 n‘en a pas. 13, 462, 799  
Trois isoformes d'épissage existent pour la SK1 (SK1a, b et c), ils diffèrent uniquement au 
niveau de l'extrémité N-terminale. SK1a (RefSeq NM 001142601) est l‘isoforme le plus court, 
tandis que SK1b (RefSeq NM 021972) dispose de 14 acides aminés supplémentaires et 
comprend un site putatif de palmitoylation, ce qui pourrait expliquer sa localisation constitutive 
au niveau de la membrane plasmique. SK1c (RefSeq NM 182965) est l'isoforme le plus long 
avec 86 acides aminés supplémentaires par rapport à SK1a.646   
La SK2 possède deux isoformes d'épissage, SK2a (SK2s, numéro d‘accès GenbankTM              
AF 245447) et SK2b (SK2l, RefSeq NM 020126), qui diffèrent par 36 acides aminés. SK2b est 
exprimée en abondance dans plusieurs tissus humains et dans des cultures cellulaires.646 
Malgré leur forte homologie structurale et leur produit commun, la S1P, les deux types de 
sphingosine kinase possèdent des propriétés différentes aux niveaux de l‘activité catalytique, 
l‘expression temporelle, la localisation cellulaire, et l'expression tissulaire, suggérant des rôles 
physiologiques distincts de ces deux enzymes.646  
 
2.1.2- Rôles physiologiques des sphingosine kinases 
La SK1 est une enzyme cytosolique constitutivement active. Son activité peut être augmentée par 
la phosphorylation ERK1/2-dépendante au niveau de la sérine 225, et la translocation à la 
membrane plasmique où elle phosphoryle son substrat la sphingosine pour générer la S1P. 647 La 
SK2 est principalement localisée dans la mitochondrie813 et au niveau du noyau, où elle inhibe la 
synthèse d‘ADN et induit l‘arrêt du cycle cellulaire à la phase G1 / S.331  
Plusieurs travaux ont montré que ces deux enzymes joueraient des rôles distincts. Par exemple, 
l‘inhibition de SK1 réduit l'incidence et la sévérité de la maladie dans un modèle murin d'arthrite 
induite par le collagène, alors que l‘inhibition de SK2 induit un développement plus agressif de 
la maladie.409 Des rôles différents pour les deux SKs ont également été rapportés dans les lésions 
d'ischémie-reperfusion rénale.352 
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Au niveau cellulaire, les deux SKs utilisent le même substrat physiologique et génèrent le même 
produit, mais ont des rôles opposés. En effet, la SK1 favorise la survie et la prolifération 
cellulaires.281, 666 Sa surexpression, qui est associée à une augmentation de la production de S1P, 
stimule la croissance cellulaire et la transition G1/S du cycle cellulaire.594 Par exemple, la 
surexpression de la SK1 dans des fibroblastes NIH 3T3 favorise la croissance des cellules dans 
l‘agar et la formation de tumeurs chez les souris, probablement en raison de son rôle dans la 
signalisation Ras, ERK1/2, suggérant un potentiel oncogène de cette kinase.563, 771, 910 
En accord avec ces observations, la forme dominante négative de la SK1 inhibe la signalisation 
mitogénique médiée par l'œstrogène dans les cellules MCF-7 et diminue leur capacité à former 
des tumeurs chez les souris nudes.817 De même, la SK1 est fréquemment surexprimée dans une 
variété de tumeurs solides, suggérant un rôle important dans la tumorigenèse humaine.207, 273  
En opposition au rôle mitogénique et anti-apoptotique attribué à la SK1, la SK2 supprime la 
croissance cellulaire et induit l'apoptose par la régulation de l'inhibiteur de la kinase cycline-
dépendante p21, et par le renforcement de l'acétylation de l'histone H3.271, 730 Ce rôle pro-
apoptotique pour la SK2 est appuyé par une étude démontrant que les cellules mésangiales de 
souris Sphk2-/- sont plus résistantes à l'apoptose induite par la staurosporine que les cellules du 
phénotype sauvage ou Sphk1-/-.308 De plus, le knock-down de la SK2 dans les cellules HEK293 
bloque l'apoptose induite par le TNF-α ou le manque de sérum.588 Cependant, plusieurs études 
ont rapporté les effets stimulateurs de la SK2 sur la croissance de xénogreffes tumorales889 et la 
chimiorésistance du cancer du poumon.745 De plus, l‘inhibition spécifique de la SK2 améliore 
l'apoptose et accroît la sensibilité aux chimiothérapies de nombreuses cellules cancéreuses.645 
Des fonctions cellulaires redondantes ont été aussi rapportées pour les deux isoformes de 
sphingosine kinase. En effet, SK1et SK2 auraient des effets identiques sur la migration induite 
par l‘EGF des cellules du cancer du sein,272 et la migration et l‘invasion induites par le TGF-β 
des cellules du cancer de l'œsophage.526 Chez la souris, le simple knock-out de l‘une des deux 
enzymes SK1 ou SK2 n‘a aucun effet sur le développement et la reproduction, ce qui suggère 
que malgré leurs rôles cellulaires distincts, une déficience de l'une des deux isoformes semble 
être compensée par l'autre. Cependant, la rupture simultanée des deux SKs entraîne une carence 
de la S1P qui affecte sévèrement l'angiogenèse et la neurogenèse et provoque ainsi la létalité 
embryonnaire, ce qui indique un rôle crucial de la S1P au cours du développement.533  
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2.1.3- Modes d'activation des sphingosine kinases 
Les SKs possèdent une activité catalytique intrinsèque, qui est indépendante des modifications 
post-traductionnelles générant ainsi des niveaux de base de la S1P dans la cellule. Cette activité 
basale est rapidement accélérée par la phosphorylation qui est stimulée par une variété de 
facteurs de croissance.13, 648 L‘activité de la SK1 peut être stimulée rapidement et transitoirement 
par une large variété de facteurs de croissance tels que l‘EGF, le PDGF. La SK2 est également 
activée par l‘EGF ainsi que par l‘ester de phorbol. 16, 272, 302  
L'activation de la SK1 est déclenchée par la phosphorylation médiée par ERK1 / 2 de la Ser225. 
Cette phosphorylation induit la translocation de la SK1 et améliore son affinité et sa sélectivité 
de liaison à des microdomaines (radeaux lipidiques) de la membrane plasmique. L'acide 
phosphatidique et la phosphatidylsérine facilitent la rétention de la SK1 à la membrane 
plasmique où est concentrée la sphingosine.143 La localisation de la SK1 à la proximité de son 
substrat, la sphingosine, se traduit par une augmentation des taux intracellulaires et 
extracellulaires de S1P.647, 649, 800 De façon intéressante, le variant d'épissage SK1b possède à son 
extrémité N-terminale une séquence de 14 acides aminés qui abrite un site de palmitoylation 
potentiel. Il a été suggéré que la palmitoylation, modification qui cible des protéines des radeaux 
lipidiques, conduit à la localisation constitutive de la SK1b à la membrane plasmique.646  
La régulation et la fonction de la SK2 ont été moins étudiées. La SK2 possède une activité 10 
fois moins spécifique en comparaison avec la SK1, vu qu‘elle phosphoryle une gamme plus large 
de substrats à bases sphingoïdes tels que la D-érythro-dihydrosphingosine, la D,L-thréo-
dihydrosphingosine et la phytosphingosine. 462, 704 Il a été rapporté que ERK1/2 se lie à la SK2 et 
la phosphoryle au niveau de Ser351 et Thr578, améliorant ainsi son activité enzymatique.270 
 
2.1.4- Localisation subcellulaire des sphingosine kinases 
La SK1 se situe principalement dans le cytosol et au niveau de la membrane plasmique après sa 
stimulation.649 La SK2 est principalement localisée dans le cytosol. Sa phosphorylation au niveau 
de Ser383 ou Ser385 par la protéine kinase D provoque son export nucléaire.150 La SK2 peut 
également se trouver dans le réticulum endoplasmique où elle semble avoir des fonctions pro-
apoptotiques.331, 473 De même elle a été repérée dans les mitochondries, où elle produit la 
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majorité de la S1P mitochondriale. De façon intéressante, la respiration mitochondriale a été 
réduite chez les souris knock-out pour la SK2 dû à l'assemblage aberrant et à l‘activité réduite du 
complexe IV (cytochrome oxydase) de la chaîne de transport d'électrons.813  
Les SKs peuvent encore être libérées dans le milieu extracellulaire via des voies de sécrétion non 
classique.832 La SK1 peut être secrétée à l‘extérieur des fibroblastes sous forme d‘un complexe 
avec FGF1 en réponse au stress cellulaire.789 Récemment, il a été montré que la SK1 est excrétée 
dans des vésicules à partir des cellules tumorales humaines.697 La SK2b peut être sécrétée après 
clivage de son extrémité N-terminale par la caspase-1 dans les cellules apoptotiques.13, 887 Le 
mécanisme d‘action extracellulaire des SKs n‘est pas clair. La dégradation de la SM en céramide 
puis en sphingosine se produirait au niveau du feuillet externe de la membrane plasmatique et de 
l'ATP serait libéré par les cellules pour la production extracellulaire de la S1P.832  
 
2.2- Catabolisme de la S1P  
La dégradation de la S1P fait appel à deux voies: une dégradation réversible par les SPPs et une 
dégradation irréversible catalysée par la SPL. 
 
2.2.1- Sphingosine-1- phosphate lyase (SPL) 
La SPL est une enzyme qui catalyse la dégradation irréversible de la S1P par le clivage de la 
liaison C2-C3 de sa base sphingoïde pour générer la phospho-éthanolamine et l‘hexadécanal. Les 
produits générés suite à la dégradation de la S1P peuvent servir de précurseurs au métabolisme 
des phospholipides. Cette interconnexion entre les produits finaux du catabolisme des SLs et de 
la biosynthèse des phospholipides montre la position charnière de la SPL entre ces deux voies 
métaboliques lipidiques.35 
 
2.2.1.1- Structure protéique et topologie de la SPL 
Le gène codant pour la SPL humaine (SGPL1) est localisé sur le chromosome 10q21, il code 
pour une protéine de 568 acides aminés avec une masse moléculaire de 63,5 kDa. Les études de 
mutagénèse dirigée ont défini plusieurs résidus essentiels au fonctionnement de cette protéine, y 
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compris une séquence de 20 acides aminés (344-364), qui comprend des résidus de lysine 
potentiellement impliqués dans la liaison au cofacteur (K353) et au substrat S1P (K359, K340 et 
K303). Deux cystéines conservées en position 218 et 317 semblent nécessaires pour maintenir le 
repliement des protéines, et un domaine N-terminal hydrophobe s‘avère crucial pour la 
localisation de la SPL au niveau de la membrane.864 
Les études d‘immunofluorescence et de fractionnement subcellulaire ont confirmé l'emplacement 
principal de la SPL dans le réticulum endoplasmique avec le site actif du côté cytosolique, 
toutefois la possibilité que cette enzyme soit localisée dans d'autres organites n'a pas été 
définitivement exclue.332, 863 La SPL n'a pas été détectée dans le sérum, le plasma ni l'espace 
extracellulaire. Elle semble être limitée à l‘environnement intracellulaire.35 
 
2.2.1.2- Distribution tissulaire de la SPL   
Chez la souris et le rat, l'activité et l‘expression les plus élevées de la SPL ont été rapportées dans 
l'intestin grêle, le côlon, le thymus, le foie et l'épithélium olfactif muqueux. L‘expression la 
moins marquée a été signalée dans le cœur et le cerveau. Quant à son expression leucocytaire, la 
SPL est exprimée dans les lymphocytes et certaines cellules inflammatoires, mais son activité 
dans les macrophages, les monocytes, les cellules dendritiques, et les neutrophiles n'a pas été 
totalement caractérisée. La SPL est absente dans les érythrocytes et les plaquettes qui stockent la 
S1P et la secrètent après activation.35 
 
2.2.1.3- SPL, apoptose et cancer 
Le rôle potentiel de la SPL dans la régulation du destin cellulaire en réponse au stress a été étudié 
dans plusieurs systèmes. Une surexpression de SPL sensibilise les cellules mammifères à la 
privation en sérum, aux dommages de l'ADN ainsi qu‘aux médicaments tels que la cisplatine, la 
carboplatine, la daunorubicine et l'étoposide. A l‘inverse, le knock-down de la SPL diminue 
l‘apoptose.  Ainsi, il a été montré que la capacité de la SPL à promouvoir l'apoptose nécessiterait 
l'action de p53 et p38. 599  528, 688 
De plus, il a été rapporté que l'expression et l'activité de la SPL sont régulées négativement au 
cours de la tumorigénèse intestinale dans un modèle de souris ApcMin /+ ainsi que dans les 
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échantillons de cancer du côlon humain comparativement aux tissus sains adjacents.599 Ces 
notions sont cohérentes avec le fait que le gène SGPL1, codant pour SPL, fait parti d‘un 
ensemble de gènes qui sont régulés négativement de façon significative dans les tissus tumoraux 
métastatiques comparativement aux tumeurs primaires chez les mêmes patients.677  
L‘ensemble de ces données indique que la SPL pourrait réguler positivement les voies de 
suppression de la croissance tumorale, tandis que la perte de l‘expression ou de l'activité de cette 
enzyme pourrait contribuer à la tumorigénèse.126 Ainsi, la SPL pourrait être exploitée dans une 
approche thérapeutique adjuvante améliorant la réponse anti-tumorale. 
 
2.2.1.4- Régulation de la SPL 
Deux mécanismes impliquant le PDGF et les facteurs de transcription de la famille GATA 
semblent être importants dans la régulation transcriptionnelle de la SPL.113, 600 Les facteurs de 
transcription de la famille GATA sont impliqués dans le développement endodermique et le 
maintien de la différenciation des cellules intestinales chez les vertébrés et les invertébrés.538 Le 
facteur de croissance PDGF est un régulateur important de la croissance, la migration et la 
différenciation cellulaires, il contribue aux processus physiologiques (ex: cicatrisation des plaies 
et production de l‘ECM), et pathologiques (ex: inflammation et cancer ).14  
Les souris knock-out pour la SPL ont révélé un phénotype évoquant les défauts de la 
signalisation PDGF, y compris les anomalies de développement vasculaire, l'hémorragie, les 
défauts squelettiques et les défauts de la migration cellulaire.742 Ainsi en régulant les niveaux de 
la SPL et de la SK1, le PDGF est capable d‘affecter le développement vasculaire grâce au 
contrôle serré des pools de S1P disponibles pour la signalisation par l'intermédiaire de son 
récepteur S1P1, médiateur principal de la migration cellulaire.302, 593  
D‘autres mécanismes pourraient contribuer à la régulation transcriptionnelle du gène SGPL1. En 
effet, ce gène semble être une cible de la protéine Sin3A qui appartient à un complexe 
corépresseur impliqué dans la régulation du développement embryonnaire, de la progression du 
cycle cellulaire, de la réparation d‘ADN, de la survie et la prolifération cellulaires et de 
l'activation de p53.137  
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Outre la régulation transcriptionnelle, une régulation post-transcriptionnelle de la SPL a été 
signalée suite à l‘observation de la nitrosylation des résidus de thyrosine 356 et 366. La 
nitrosylation protéique est événement potentiellement réversible et biologiquement pertinent qui 
peut interférer avec la liaison de cette enzyme à son substrat via la modification de la charge des 
tyrosines présentes dans le site actif de la SPL.35  
 
2.2.2-  Sphingosine-1- phosphate phosphatase (SPP) 
Les SPPs sont des enzymes qui déphosphorylent la S1P pour générer la sphingosine résultant en 
l‘inactivation de la S1P.427 Les SPPs ont d'abord été identifiées chez la levure et se sont montrées 
des régulateurs importants de la réponse au stress thermique.488, 496 Deux gènes qui codent pour 
les SPPs ont été identifiés chez la levure Saccharomyces cerevisiae: LBP1 / YSR2 / LCB3 et 
LBP2 / YSR3.497 Les homologues mammifères de ces gènes sont SPP1 et SPP2. Chez l‘homme 
les gènes codant pour SPP1 et SPP2 se trouvent sur les chromosomes 14q23.1 et 2q36.3, 
respectivement.428, 487, 584  
Ces SPPs appartiennent à la famille des phosphates phosphohydrolases lipidiques (LPPs) mais ne 
présentent qu‘une faible homologie avec cette famille au niveau de trois domaines présentant des 
résidus conservés. Contrairement aux LPPs, les SPPs présentent une sélectivité accrue pour les 
substrats sphingolipidiques. De plus, les SPPs sont localisées au niveau du réticulum 
endoplasmique (RE) alors que les LPPs résident dans la membrane plasmique et sont qualifiées 
d‘ecto-phosphatases qui atténuent l‘action agoniste du LPA aux récepteurs de la S1P.427, 799  
Malgré la similitude des SPPs mammifères au niveau de l‘activité enzymatique et de leur 
localisation au RE, ces deux enzymes possèdent des propriétés d‘expression différentes. En effet, 
SPP1 est surtout exprimée au niveau du placenta et des reins, tandis que SPP2 est plus abondante 
dans le cerveau, le coeur, le côlon, le rein, l‘intestin grêle et les poumons.463  
Les souris Sgpp1-/-, déficientes pour SPP1, sont normales à la naissance, mais présentent des 
retards de croissanceainsi qu‘une desquamation de leur peau au cours de la première semaine de 
vie. La plupart décéde avant le sevrage. Les souris Sgpp1-/- survivantes présentent de multiples 
anomalies épidermiques malgré le développement normal de la barrière épidermique durant 
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l'embryogenèse. Ceci montre l‘importance de la SPP1 dans le maintien de l‘homéostasie 
épidermique et dans la prévention d‘un phénotype semblable à l‘ichtyose. 11  
Des travaux rapportent également que SPP1 contrôle l'autophagie induite par le stress du 
réticulum endoplasmique,439 le tonus vasculaire,640 les niveaux de céramide régulant l‘apoptose, 
et le traffic du céramide du réticulum endoplasmique vers le corps de Golgi.427 L‘inhibition du 
gène  SPP1 confère aux cellules cancéreuses une résistance au TNF-α et à l‘agent 
chimiothérapeutique daunorubicine.355 Les effets de la SPP2 sur la régulation du métabolisme 
des SLs sont moins bien connus. Cette isoforme serait cependant activée durant la réponse 
inflammatoire.513 
 
3- Signalisation par la S1P 
La S1P agit comme un second messager intracellulaire et comme un ligand extracellulaire à 
mode d‘action autocrine ou paracrine en activant les récepteurs à la S1P.474 (Figure 23) 
Figure 23 : Actions intracellulaires (zone rouge et verte) et extracellulaire (zone bleu) de la S1P.474 
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3.1- L’activité intracellulaire de la S1P  
Beaucoup de preuves ont attribué le rôle de messager intracellulaire à la S1P.799 Cependant, 
pendant près de deux décennies, aucune cible intracellulaire de la S1P n‘avait été identifiée. 
Récemment, cela a changé avec la démonstration que la S1P lie et modifie la fonction de 
différentes protéines intracellulaires. 
 
3.1.1- Histones désacétylases (HDAC) 
Il a été récemment montré que les noyaux cellulaires contiennent des quantités significatives de 
S1P générées par la SK2. Cette kinase se trouve dans un complexe répresseur avec l‘histone H3 
et des histones désacétylases. Elle produit la S1P qui régule l‘acétylation des histones au niveau 
de résidus spécifiques de lysine, et ainsi la transcription des gènes tels que l'inhibiteur de la 
kinase cycline-dépendante p21, et le régulateur de la transcription c-fos.271 Ces résultats 
indiquent que la S1P produite dans le noyau par la SK2 influence l'équilibre dynamique de 
l'acétylation des histones et donc permet la régulation épigénétique de gènes cibles.474 
 
3.1.2- Facteur associé au récepteur du TNF (TRAF2) 
TRAF2 est une protéine adaptatrice impliquée dans l'activation de NF-B en réponse au TNF-α, 
elle est connue pour lier SK1 et stimuler son activité.911 Récemment, il a été montré que la S1P 
est un cofacteur nécessaire à l'activité E3 ligase de TRAF2, à la polyubiquitination conséquente 
de la kinase RIP1, et à l‘activation de NF-B.15 Ces données montrent l'importance de l‘axe 
SK1/S1P dans les réponses inflammatoires et immunitaires.15, 474  
 
3.1.3- Protéine Kinase C δ (PKC δ) 
La SK1 joue un rôle clé dans un certain nombre de réponses immunitaires, notamment le choc 
septique. Des travaux ont montré que la S1P ou la SK1 recombinante incubée avec de la 
sphingosine et de l'ATP pour produire de la S1P, active la PKC δ in vitro. Celle-ci joue un rôle 
dans l'activation de NF-B induite par les endotoxines. Ces données soulignent l‘importance de 
l‘axe SK1/S1P en tant que cible thérapeutique pour le choc septique.664 
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3.1.4- Prohibitine 2 (PHB2) 
PHB2, une protéine hautement conservée qui régule l'assemblage et la fonction mitochondriale, 
semble lier la S1P in vitro et in vivo.813 PHB2 est localisée principalement dans la membrane 
mitochondriale interne, où elle forme avec PHB1 un grand complexe macromoléculaire impliqué 
dans la biogenèse et le métabolisme mitochondrial.26 L'interaction de PHB2 avec la S1P générée 
par la SK2 mitochondriale est importante pour l‘assemblage du complexe cytochrome c oxydase 
et pour la respiration mitochondriale. Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour élucider 
le rôle de la S1P dans la mitochondrie pendant le stress oxydatif et le vieillissement.813 
 
3.2- L’activité extracellulaire de la S1P  
La S1P intracellulaire est incapable de migrer à travers la membrane plasmique en raison de sa 
tête polaire. Son transport à travers la membrane se passe via des transporteurs particuliers : la 
famille des transporteurs ABC (ABCC1532 et ABCG2827), ou le transporteur SPNS2300. Le 
transporteur utilisé dépend du type cellulaire en jeu. Par exemple, les mastocytes exportent la 
S1P via le transporteur ABCC1532, alors que les astrocytes et les plaquettes utilisent le 
transporteur ABCA1385, 736  
Les cellules endothéliales ont la particularité d‘exporter la S1P grâce au transporteur SPNS2. 
Cette protéine à 12 domaines transmembranaires, dont l‘expression semble relativement 
spécifique des cellules vasculaires endothéliales, a d‘abord été identifiée chez la drosophile. La 
souris déficiente pour SNPS2 présente une diminution de 60% de la S1P circulante et un défaut 
majeur dans la migration lymphocytaire. 300 
Lorsque la S1P est sécrétée à l'extérieur de la cellule, elle peut se lier avec une affinité élevée à 
cinq récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G : S1P1, 2, 3, 4, et 5 correspondant 
respectivement aux gènes de différenciation endothéliale EDG 1, 5, 3, 6, et 8. L‘expression de 
ces récepteurs varie selon le type cellulaire impliqué. Par exemple, S1P1, S1P2 et S1P3 sont 
largement exprimés dans les tissus des mammifères, tandis que l'expression de S1P4 est 
principalement confinée aux tissus lymphoïdes et hématopoïétiques, et l‘expression du S1P5 est 
réservée au système nerveux central.728  
126 |  
 
Ces récepteurs sont couplés à une variété de protéines G qui régulent de nombreuses voies de 
signalisation en aval. Ceci confère à la S1P  des effets biologiques diverses en fonction du type 
cellulaire, et de l'expression différentielle des protéines G et des S1PRs.624 (Figure 24) 
 
Figure 24 : Activité extracellulaire de la S1P : signalisation via cinq récepteurs couplés aux protéines G.799 
 
3.2.1- S1P1/EDG-1   
La S1P, contrairement aux lipides qui lui sont structurellement similaires (sphingosine, 
céramide-1-phosphate, LPA), est un ligand qui possède une affinité élevée pour le récepteur 
S1P1. L‘analyse de la liaison de la S1P aux récepteurs S1P1 mutants évoque que les résidus 
cationiques ARG 120 et ARG 292 interagissent avec le groupement phosphate de la S1P tandis 
que le résidu anionique GLU 121 interagit avec l'ion ammonium de la queue de la S1P.436, 616, 945   
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L‘EDG-1 est un récepteur ubiquitaire dont l‘ARNm a été détecté dans une variété de cultures 
cellulaires telles que les cellules endothéliales, les fibroblastes embryonnaires, et les cellules de 
glioblastome, ainsi que dans des tissus divers de souris et de rats, tels que le cœur, le cerveau, les 
poumons, le thymus, et la peau… Ainsi des fonctions cellulaires et physiologiques diverses ont 
été attribuées au récepteur S1P1.382  
Certaines études ont rapporté l‘importance de ce récepteur dans la survie, la prolifération, et la 
migration des cellules endothéliales, des péricytes, et d‘autres types cellulaires comme les 
cellules ovariennes. L'absence de S1P1 touche le rassemblement des péricytes autour des 
vaisseaux sanguins en développement, conduisant à une maturation incomplète de ces vaisseaux. 
Ceci peut être attribué à un défaut de migration des péricytes en réponse à agents chimio-
attractifs tels que le PDGF.302, 9, 12, 17   
L‘activité fonctionnelle de S1P1 dépend de son couplage spécifique et exclusif à la protéine Gi 
hétérotrimérique, qui régule l‘activation de la voie ERK, les augmentations modestes de calcium 
cytosolique (par l‘activation de PLCβ), et l'inhibition de l'adénylcyclase.382, 435, 897 
Outre la protéine Gi, le récepteur S1P1 peut être couplé à de petites GTPases Rho et Rac. S1P1 
induit d‘une part la différenciation morphogénétique et l‘augmentation des niveaux de la P-
cadhérine d‘une manière Rho-dépendante, et d‘autre part le rassemblement de l‘actine corticale 
et la migration cellulaire d‘une manière Rac-dépendante. 382 
 
3.2.2- S1P2/EDG-5/AGR16/H218 
L'analyse de la séquence de ce récepteur a révélé qu‘il possède une homologie de 50-60% avec le 
récepteur S1P1. La S1P est un ligand de haute affinité pour S1P2 et leur liaison peut être 
concurrencée par la dihydro-S1P.382 
Malgré le profil d‘expression similaire de S1P1 et S1P2, ces récepteurs semblent différer sur le 
plan fonctionnel.382 En effet, S1P1 est connu pour promouvoir la migration de différents types 
cellulaires en réponse à la S1P et d'autres agents chimio-attractifs tels que le PDGF, alors que 
S1P2 inhibe la migration, induite par la S1P, des cellules CHO.391, 589  
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S1P2 diffère également de S1P1 en termes de son influence sur la prolifération, la survie et 
l'organisation du cytosquelette. En effet, contrairement à S1P1, S1P2 promeut l'apoptose et induit 
la formation de fibres de stress Rho-dépendantes.382  
S1P2 est couplé à des protéines G hétérotrimériques multiples (Gi, Gq et G13) ce qui lui permet 
d'influer sur plusieurs voies en aval telles que les voies PLC/ IP3/ Ca2+, adénylyl cyclase, et 
MAPK (ERK-1 /-2, JNK et p38). 19, 391, 897 Il est également capable de lier les petites GTPases 
Rho et Rac; il active Rho et induit la formation des fibres de stress, ainsi que la phosphorylation 
de la chaîne légère de la myosine, mais inhibe Rac et bloque la migration cellulaire.589 
 
3.2.3- S1P3/EDG-3 
La séquence d'acides aminés de S1P3 est d'environ 50% similaire à S1P1 et S1P2. Vu cette 
similitude, il n‘est pas surprenant que la S1P soit un ligand de haute affinité pour S1P3.391 La 
liaison de S1P au S1P3 a été efficacement concurrencée par la dihydro-S1P et faiblement 
concurrencée par la sphingosine.19  
Tout comme les récepteurs discutés ci-dessus, S1P3 est exprimé dans de nombreux tissus et 
lignées cellulaires, ce qui lui attribue de nombreuses fonctions physilogiques. Ce récepteur est 
capable de promouvoir la migration de différents types cellulaires.607 Il régule l'organisation du 
cytosquelette, l‘assemblement des jonctions adherens, et la différenciation morphogénétique des 
cellules HUVEC.434 Il peut aussi favoriser la prolifération et la survie cellulaires, évènement 
observé chez les hépatomes de rat transfectés par S1P3.18  
S1P3 peut être couplé à de multiples protéines G hétérotrimériques (Gi, Gq et G13), et contrôle 
ainsi les voies de signalisation MAPK, adénylcyclase, et PLC/IP3/ Ca2+. Il peut de même lier les 
petites GTPases Rho et Rac. Les oligonucléotides antisens dirigés contre S1P3 altèrent 
l‘activation induite par la S1P de ces GTPases dans les cellules HUVEC.589, 607  
 
3.2.4- S1P4/EDG-6 
S1P4 est un récepteur de haute affinité pour la S1P, et de faible affinité pour la SPC.859 A la 
différence des autres récepteurs de la S1P décrits ci-dessus, S1P4 possède un profil d'expression 
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très limité, et confiné aux tissus et cellules du système hématopoïétique. Son ARNm a été détecté 
dans le thymus, la rate, la moelle osseuse, et les leucocytes périphériques. Ce profil d'expression 
étroit et spécifique évoque l‘importance du S1P4 dans le système immunitaire.382  
S1P4 semble être couplé à la protéine G hétérotrimérique, Gi. Cette notion repose sur le fait que 
la toxine pertussique altère l‘activation médiée par S1P4 de la voie ERK-1/-2. La liaison de S1P4 
à d‘autres protéines G hétérotrimériques (Gq et G12/13), et aux petites GTPases Rho et Rac reste 
encore à déterminer.  Malgré le manque de connaissance sur le couplage de S1P4 aux protéines 
G hétérotrimériques, il a été démontré que ce récepteur  induit l‘activation des voies ERK-1/-2, 
PLC/ IP3 / Ca2 +, et  adénylcyclase.382, 859 
 
3.2.5-  S1P5/EDG-8/NRG-1 
Comme les autres membres de cette famille, S1P5 est un récepteur de haute affinité à la S1P. La 
SPC peut agir comme un agoniste faible pour S1P5. Comme S1P4, S1P5 représente un profil 
d'expression intéressant. Ce récepteur est principalement exprimé dans le cerveau, en particulier 
dans les faisceaux de substance blanche. Il a été aussi détecté dans la peau et la rate.334, 483 
Fonctionnellement, S1P5 est connu pour réprimer la prolifération induite par le sérum d'une 
manière qui est insensible à la toxine de pertussique, mais sensible à l'orthovanadate, ce qui 
suggère que les phosphatases, mais pas la protéine Gi, sont en aval de S1P5. 483 
Certaines études indiquent que S1P5 peut se coupler aux protéines G hétérotrimériques Gi et 
G12 mais pas à Gq ni Gs. Le couplage potentiel de S1P5 aux petites GTPases Rac et Rho reste à 
déterminer.334, 483 
En aval, des protéines G hétérotrimériques, S1P5 peut inhiber l‘adénylcyclase d‘une manière 
sensible à la toxine pertussique. En outre, S1P5 est capable d‘activer p54 JNK/SAPK et d‘inhiber 
l‘activation de ERK-1 / -2 induite par le sérum d‘une manière indépendante de Gi.334, 483  
La compréhension de la signalisation de ces récepteurs ouvre la porte à l‘utilisation de plusieurs 
agonistes et antagonistes qui modulent leurs fonctions, régulant ainsi la physiologie cellulaire et 
certaines pathologies impliquant le métabolisme de la S1P.382  
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4- S1P et système immunitaire 
Les cellules du système immunitaire expriment les récepteurs à la S1P, ce qui affecte la survie, la 
migration et la sécrétion de cytokines par ces cellules. 244, 253 (Figure 25) 
 
4.1- S1P et neutrophiles 
Les neutrophiles sont des cellules immunitaires impliquées dans la défense contre les microbes et 
dans les lésions tissulaires résultant de l'inflammation. Suite à leur activation, les neutrophiles 
subissent une large altération de leur expression génique pour intensifier la réponse 
inflammatoire. Au cours de cette réponse, les neutrophiles circulants s‘attachent par des 
molécules d'adhésion aux cellules endothéliales activées puis migrent vers les sites de lésion, où 
ils libèrent des substances toxiques, comme les radicaux oxygénés et les enzymes qui détruisent 
les tissus infectés, ainsi que les tissus normaux environnants.937 
L‘utilisation de dihydrosphingosine (DHS), qui inhibe les SKs, a permis de montrer que le TNF-
α est capable de stimuler la production de l‘anion superoxyde via l‘activation de SKs. De même, 
la N, N-diméthylsphingosine (DMS), qui inhibe les SKs, est capable de bloquer le recrutement 
l‘activation et la dégranulation des neutrophiles, ainsi que la génération de l‘anion superoxyde 
par ces cellules.478 Ces résultats démontrent le  rôle clé de la SK dans la régulation de la fonction 
des neutrophiles.328, 570 
 
4.2- S1P et cellules dendritiques (DC) 
Les DC prélevées à partir des poumons murins ou celles dérivées in vitro à partir de la moelle 
osseuse expriment toutes les S1PRs, notamment S1P4. L‘expression des récepteurs S1P1 et 3 est 
particulièrement augmentée durant la maturation des DC in vitro. 479, 700 
Outre son rôle dans la migration des cellules dendritiques, la S1P semble affecter la polarisation 
fonctionnelle des DC ainsi que des lymphocytes T après exposition aux produits bactériens. En 
effet, l'exposition des DC dérivées de monocytes humains à la S1P pendant leur maturation en 
présence du lipopolysaccharide (LPS), altère leur capacité à initier la réponse Th1 et  favorise la 
réponse Th2 des lymphocytes T CD4+ naïfs.329, 412, 549  
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Le transfert adoptif des DC, préalablement traitées par le FTY720, qui bloque le S1P1, dans le 
thymus empêche  le priming des cellules Th2 ainsi que d'autres réponses immunes. Ceci montre 
l‘importance de ce récepteur dans l'initiation des réponses immunitaires par les DC matures.700  
Dans un modèle de choc septique induit par le LPS, le récepteur S1P3 s‘est avéré essentiel pour 
l‘induction de la production d'IL-1β et sa diffusion dans la circulation, amplifiant ainsi la réponse 
inflammatoire innée et la coagulation. La résolution de l‘inflammation traduite par la diminution 
des niveaux d‘IL-1β a été observée chez les souris déficientes en SK1 et S1P3.567  
Ainsi, les S1PRs sont essentiels non seulement au recrutement des DC mais aussi à leur 
programmation phénotypique et à l‘activation des lymphocytes T médiée par ces cellules, 
modulant ainsi les réponses immunitaires.700 
 
4.3- S1P et mastocytes 
L'activation du récepteur de l‘IgE, FcεRI, présent sur les mastocytes active SK1 et SK2, et induit 
la production et l‘export de la S1P.531, 596La S1P exportée atteint un niveau maximal dans le 
milieu entourant les mastocytes quelques heures après l‘engagement de leur FcεRI. Puis, elle agit 
sur les mastocytes d‘une manière autocrine par l‘intermédiaire des récepteurs S1P1 et S1P2, et 
sur les cellules environnantes d‘une manière paracrine.356, 592, 660 
La perte du récepteur S1P2 inhibe la dégranulation des médiateurs allergiques tels que 
l‘histamine par les mastocytes, tandis que la perte du récepteur S1P1 se traduit par une 
diminution du chimiotactisme de ces cellules. L‘effet positif du S1P1 sur la migration est 
neutralisé par l‘expression du S1P2.356, 928  
Les études utilisant des mastocytes dérivés à partir de progéniteurs hépatiques embryonnaires 
provenant de souris déficientes en SK1 et/ou en SK2, ont montré que la SK2 est principalement 
responsable de la phosphorylation de la S1P et de la signalisation en aval. Les conséquences 
fonctionnelles de la déficience en SK2 dans les mastocytes regroupent la diminution de la 
dégranulation et de la production de diverses cytokines et d‘eicosanoïdes, qui sont les médiateurs 
clés de la réponse allergique.595, 700  
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Or, malgré l‘importance attribuée à la SK2 dans la génération de la S1P au cours des études 
réalisées chez les souris déficientes, la SK1 s‘est avérée la source dominante de la S1P dans des 
études réalisées sur des mastocytes humains. L‘étude des fonctions des SKs dans les mastocytes 
humains cutanés a révélé que la SK1 est importante pour la dégranulation et la migration vers 
l‘antigène et vers la chimiokine CCL2 (ou MCP1), alors que la SK2 affecte plus particulièrement 
la production de cytokines. 598  
Il est encore difficile de savoir si la SK1 et la SK2 diffèrent dans leurs rôles fonctionnels en 
fonction de la population des mastocytes ou de l‘espèce étudiée. La résolution de cette question 
est importante vu que les mastocytes constituent des cibles cellulaires thérapeutiques potentielles 
dans des maladies telles que l'asthme, la dermatite allergique ou d'autres maladies allergiques.700 
 
4.4- S1P et macrophages 
Les macrophages péritonéaux provenant d‘un modèle murin d'athérosclérose, et traités avec du 
FTY720 ont montré une diminution de la production de marqueurs pro-inflammatoires TNF-α et 
IL-6 en réponse au LPS. Ainsi, le traitement par le FTY720 inhibe la polarisation des 
macrophages vers le phénotype M1 pro-inflammatoire induit par le LPS et favorise l‘activation 
du phénotype M2 anti-inflammatoire induit par l‘IL-4. Ceci explique l'effet protecteur de cet 
immunosuppresseur contre les lésions d‘athérosclérose. Cet effet est probablement dû à une 
activation plutôt qu‘une inhibition des S1PRs induite par le FTY720. En effet, des concentrations 
nanomolaires de S1P exogène ou l‘utilisation du SEW2871, un agoniste spécifique du S1P1, 
bloquent la production induite par le LPS des marqueurs TNF-α, IL-12 et iNOS associés au 
phénotype M1.322, 571 De façon intéressante, les effets de la S1P exogène ou du SEW2871 en 
réponse au LPS, étaient moins marqués dans les macrophages péritonéaux provenant de souris 
déficientes en S1P2 par rapport à ceux prélevés de souris sauvages, suggérant un rôle majeur de 
ce récepteur sur la polarisation des macrophages.162, 322  
Au niveau tumoral, il a été montré que la SK2 des cellules du cancer de sein MCF-7 en apoptose 
sont capables de polariser les macrophages vers un phénotype M2 anti-inflammatoire. La S1P 
générée favorise la survie de ces macrophages.888, 890  
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Ainsi, dans certaines conditions pathologiques telles que l'athérosclérose ou le cancer, des 
élévations extracellulaires du taux de S1P pourraient induire un «switch» du phénotype M1 pro-
inflammatoire vers un phénotype M2 anti-inflammatoire des macrophages, et affecter ainsi la 
progression de la maladie.700 Ainsi, une meilleure compréhension du rôle de la S1P et de ses 
récepteurs dans la différenciation des macrophages in vivo pourrait fournir de nouvelles 
approches thérapeutiques capables de modifier l‘équilibre M1/M2 des macrophages.571 
 
4.5-  S1P et lymphocytes  
Le rôle de la S1P dans le système immunitaire a été pleinement apprécié suite à l‘utilisation du 
FTY720, un agent immunomodulateur qui est structurellement similaire à la sphingosine.70, 115, 
486 Après phosphorylation par la SK2, le FTY720 agit comme un agoniste pour quatre des cinq 
récepteurs à la S1P (S1P1, 3, 4 et 5). Toutefois, un traitement chronique avec le FTY720 conduit 
à "l'antagonisme fonctionnel" du S1P1, probablement en raison de la disparition de ce récepteur 
de la surface cellulaire (Cf. partie 6.1.1 pour la description du mécanisme) 254, 508 Après injection, 
le FTY720 empêche la sortie des lymphocytes provenant du thymus et des organes lymphoïdes 
secondaires. Ce phénomène est régulé par S1P1, cependant, les mécanismes mis en jeu 
demeurent encore discutés.444 De façon intéressante, le FTY720 inhibe la migration des 
lymphocytes sans entrainer d‘altération significative des autres fonctions lymphocytaires, y 
compris la prolifération en réponse à la stimulation par un antigène.644 
Les récepteurs à la S1P sont exprimés par les lymphocytes, les cellules endothéliales et d‘autres 
populations cellulaires qui pourraient réguler ensemble la mobilisation lymphocytaire. La sortie 
des cellules T mâtures du thymus dans la circulation dépend de l'expression du récepteur S1P1 
puisque les souris surexprimant ce récepteur montrent une abondance de cellules T dans le sang 
et la lymphe.114 Cette surexpression est aussi associée à une inhibition de la prolifération et la 
maturation des cellules T ainsi qu‘à une augmentation du taux d‘IgE et une diminution de la 
réponse médiée par les cellules Th1. A l‘inverse, la régulation négative de son expression dans 
un modèle DO11.10 TCR de souris transgéniques, contribue à la rétention et la prolifération des 
cellules présentatrices de l'antigène dans les ganglions lymphatiques.155, 256  
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Le récepteur S1P1 induit la migration et la prolifération des L T CD4+ et régule leurs phénotypes 
fonctionnels en inhibant la production d'IFNγ ou en augmentant la production    d‘IL-4.155, 256, 881 
Le traitement des cellules T CD4+ en présence de l'IL-1β, l‘IL-6 et de TGF-β1 conduit à une 
polarisation vers un phénotype Th17 de façon dépendante du S1P1.  Ce processus est bloqué par 
les cytokines IFNγ ou IL-4 provenant respectivement des lymphocytes Th1 et Th2.320, 449  
 
Figure 25: Effets de la S1P sur les fonctions des cellules immunitaires.700 La S1P promeut l‘activation des 
lymphocytes Th2 et Th17 aux dépens des lymphocytes Th1 et ceci en augmentant la sécrétion des cytokines IL-4 et 
IL-10 et en inhibant la sécrétion de l‘IL-12 par les cellules dendritiques. L‘IL-4 augmente la sécrétion d‘IgE par les 
lymphocytes B et induit l‘expression des récepteurs correspondants (FcεR) sur les mastocytes, déclenchant ainsi les 
fonctions effectrices de ces cellules. L‘IL-4 , induite par la S1P, augmente également le ratio des macrophages 
M2/M1 modulant ainsi la réponse immune. Durant le choc septique, la stimulation de PAR1 par des protéases 
comme la thrombine induit l‘activation autocrine du S1P3 par la S1P produite par les cellules dendritiques, ce qui 
aboutit à la sécrétion d‘IL1-β et du facteur tissulaire par ces cellules amplifiant ainsi l‘inflammation et la 
coagulation. L‘activation du S1P3 augmente d‘autre part l‘endocytose des DC matures. 
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Ainsi, après fixation au S1P1, la S1P régule le recrutement, la prolifération des cellules T et la 
réponse des cellules Th1. De plus, en présence de certaines cytokines, ce récepteur pourrait 
médier la réponse des lymphocytes Th2 et Th17 et modifier ainsi la réponse immunitaire.700  
 
 
4.6- S1P et réseau de cytokines  
Les cytokines, des régulateurs humoraux des réponses immunes innées et adaptatives, sont 
produites par les cellules du système immunitaire et de nombreux autres types cellulaires en 
réponse aux stimuli inflammatoires. Elles sont généralement classées en pro-inflammatoires 
(TNF-α, IL-1, IFN-γ) ou anti-inflammatoires (IL-10, TGF-β). Toutefois, certaines cytokines, 
telles qu‘IL-6 et le TGF-β peuvent disposer des deux fonctions de façon dépendante du 
contexte.561 
Les cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-6 ainsi que les facteurs de transcription en aval, 
NF-κB et STAT3, sont apparus comme les régulateurs critiques reliant l'inflammation et le 
cancer. Des travaux récents ont montré que la régulation positive de l‘expression de la SK1, la 
formation de la S1P ainsi que l'activation subséquente du récepteur S1P1 joue un rôle essentiel 
dans le maintien de l'activation persistante de ces facteurs de transcription. Ce phénomène 
conduit à une inflammation chronique et au développement du cancer associé à la colite (CAC). 
Le FTY720 bloque la cascade d‘amplification établie entre le S1P1 et la voie NF-κB/IL-
6/STAT3 ainsi que le développement du CAC. Ceci suggère que le FTY720 pourrait être 
envisagé pour le traitement du cancer chez les personnes présentant une inflammation 
chronique.448  
De même, il a été rapporté que l‘activation du S1P1 renforce l‘expression de STAT3 et de l‘IL6, 
accélérant ainsi la croissance tumorale et le développement métastatique. À l'inverse, le knock-
down du S1P1 dans les cellules tumorales MB49 ou dans les cellules immunitaires des tumeurs 
B16 implantées chez la souris inhibe l'activité de STAT3 dans la tumeur ainsi que la croissance 
tumorale et la formation de métastases. 431 
Ces données montrent le rôle de l‘axe S1P/S1P1 dans la modulation cytokinique du 
microenvironnement tumoral, et dans l‘inflammation associée au cancer. 
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4.6.1- TNF-α  
Cette cytokine pléïotrope a été initialement décrite pour son activité anti-tumorale, puis pour son 
activité inflammatoire locale et systémique. TNF-α exerce ses fonctions par sa liaison aux 
récepteurs membranaires TNFR1 et TNFR2. TNFR1 s‘est avéré le récepteur responsable de 
l'activité cytolytique de TNF-α, alors que TNFR2 médie les signaux de régulation de la 
prolifération.466 L‘activation du TNFR1 déclenche l'apoptose et active les facteurs de 
transcription NF-B et AP-1 via TRAF2 / 5 et RIP1, conduisant à l'expression de multiples 
cytokines inflammatoires et molécules d'adhésion.111  
La capacité du TNF-α à induire l'activation de la SK1 et la formation de la S1P a été documentée 
dans divers types de cellules immunocompétentes, y compris les cellules endothéliales, les 
macrophages, les lymphocytes et les neutrophiles.477, 912, 917, 940 La SK1 semble réguler la 
signalisation du TNF-α par la liaison de la S1P à TRAF2 conduisant à l'activation de NF-B et à 
la survie cellulaire.15 A son tour, TRAF2 est essentiel à l'activation de la SK1 médiée par la 
phosphorylation d‘ERK1/2; ceci montre la complexité du signal SK1/TRAF2.647, 911 
Le blocage de l‘axe SK1/S1P par des moyens génétiques ou des inhibiteurs pharmacologiques 
inhibe la production d‘anions superoxydes induite par TNF-α, l‘expression de COX-2 et PGE2, 
ainsi que la production de cytokines / chimiokines, telles que l‘IL6, CCL5 et CCL2.50, 642, 909 
 
4.6.2- TGF-β 
Le TGF-β est une cytokine régulatrice ayant des effets pléïotropiques sur divers processus 
biologiques, y compris le développement, la régénération, la carcinogenèse, et les réponses 
immunitaires. Le TGF-β se lie à son récepteur TGF-β RII, qui active à son tour TGF-β RI. Le 
complexe activé de ces récepteurs conduit à l'activation et la translocation nucléaire de molécules 
SMAD, qui coopèrent avec d'autres facteurs de transcription résultant dans la régulation 
transcriptionnelle de gènes cibles.507, 676  
Le TGF-β a été reconnu pour son rôle central dans le système immunitaire, notamment dans le 
maintien de la tolérance périphérique en inhibant la prolifération et la différenciation de cellules 
T autoréactives. Cette cytokine contrôle aussi l'initiation et la résolution des réponses 
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inflammatoires en régulant la survie, la différenciation, l'activation et le chimiotactisme des 
cellules immunitaires. Les effets multiples du TGF-β sont spécifiques du type cellulaire et 
dépendent des voies de signalisation déclenchées par le complexe TGF-β/ TGF-β R.447, 676  
Par exemple, le TGF-β exerce des effets anti-inflammatoires puissants sur l'endothélium en 
inhibant l‘activité SK induite par TNF-α dans les cellules endothéliales, et en bloquant 
l'adhérence et la migration ultérieure des neutrophiles.223 A l'inverse, dans différents types de 
fibroblastes, le TGF-β exerce des activités proinflammatoires et mitogéniques, qui favorisent la 
fibrose.676 Plusieurs études ont montré qu‘il existait une association entre les effets pro-
inflammatoires du TGF-β et l‘activation de la SK1 ou la liaison de la S1P à ses récepteurs.909  
La signalisation de la S1P a été également impliquée dans le comportement invasif des cellules 
cancéreuses oesophagiennes induit par le TGF-β,526 l'activité anti-apoptotique des 
mésoangioblastes,152 et la transdifférenciation des myoblastes en myofibroblastes.100 La S1P 
régule aussi la transcription du TGF-β dépendante de l'inhibiteur de métalloprotéinase-1.919 Elle 
est également médiatrice du remodelage de la matrice extracellulaire, de la croissance du tissu 
conjonctif, ainsi que de la production de collagène.916 La S1P peut aussi activer les différentes 
protéines SMAD de la signalisation TGF-β pour médier les effets anti-inflammatoires de cette 
cytokine; ces effets ont été inhibés par le blocage des S1PRs.909, 916  
 
5- S1P et cancer (Figure 26) 
 
5.1- Transformation oncogénique et croissance tumorale 
L'activation de la SK1 contribue à la progression du cancer en induisant la transformation 
oncogénique, la croissance tumorale, et la résistance à l'apoptose. 13, 627, 628  Une surexpression de 
la SK1 a été détectée dans plusieurs tumeurs humaines y compris le mélanome et a été parfois 
associée à un mauvais pronostic.10, 13, 856  
La SK1 contribue à la pathogenèse du cancer en activant certaines voies de signalisation telles 
que PI3K / Akt,793 MAPK,817 NF-κB,50 et HIF1-α,4 conduisant ainsi à une prolifération cellulaire 
incontrôlée. La SK1 peut également protéger les cellules tumorales contre l'apoptose induite par 
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divers facteurs tels que TNF-α et Fas L. La régulation négative de la SK1 par des siRNA dans 
des lignées de mélanome diminue les taux de la S1P ainsi que la résistance de ces cellules à 
l'apoptose médiée par le céramide.39, 563 Dans les cellules cancéreuses, la SK1 médie la survie 
dans des conditions de stress comme la privation de nutriments.13 De plus, la S1P renforce la 
progression, la néovascularisation, l‘invasion et le potentiel métastatique de la tumeur. 872 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
Figure 26: Résumé des actions de la S1P dans le cancer. 666 
 
5.2-  Migration des cellules tumorales  
La SK1 activée en aval de plusieurs récepteurs chimiotactiques (par exemple, LPA1, EGF, 
PDGF), induit la migration des cellules cancéreuses et augmente leur potentiel métastatique.302, 
766 La régulation à la hausse de l'activité de la SK1 augmente la migration cellulaire, alors que 
l‘inhibition de la SK1 par des siRNA diminue la motilité cellulaire.151, 472 Le mécanisme proposé 
pour la migration cellulaire induite par la SK1 est la sécrétion de la S1P et son couplage aux 
S1PRs conduisant à l'activation de la signalisation Rac, la polymérisation de l'actine et la 
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formation des lamellipodes.301  Les récepteurs S1P1, S1P3 et S1P4 induisent surtout des 
réponses pro-migratoires.255 479, 860 Tandis que les récepteurs S1P2 et S1P5 stimulent Rho et 
antagonisent Rac, conduisant à la formation des fibres de stress et l‘inhibition de la migration.24, 
572 Ainsi, l'effet de la S1P sur la motilité cellulaire dépend de l'expression différentielle des 
S1PRs sur un type cellulaire spécifique.  
La S1P stimule la migration  des cellules de fibrosarcome d‘une manière dépendante de S1P1–
RAC1–CDC42, et impliquant l‘activation de la métalloprotéinase membranaire de type 1 (MT1-
MMP ou MMP14).196 L‘invasion des cellules de cancer ovarien implique la signalisation via 
S1P1 ou S1P3 aboutissant à la mobilisation du calcium. 89. La S1P stimule également la 
migration des cellules tumorales gastriques qui expriment exclusivement S1P3 mais inhibe la 
motilité des autres cellules qui expriment majoritairement S1P2.920 De même, S1P2 contribue à 
l'inhibition de la migration des cellules de mélanome et des cellules de glioblastome en inhibant 
Rac et activant Rho.24  482 
Un autre mécanisme intracellulaire indépendant des S1PRs et participant à la migration des 
cellules tumorales a été décrit. En effet, Duan et ses collègues ont montré que la migration des 
cellules endothéliales induite par le facteur de croissance hépatocytaire implique la S1P 
intracellulaire mais pas les S1PRs.161 Une autre étude soutenant ce mécanisme a décrit la 
formation d'un complexe de signalisation entre SK1, S1P1, et les protéines du cytosquelette 
filamine A permettant ainsi le mouvement cellulaire.472   
5.3- Angiogenèse tumorale 
Plusieurs études suggèrent que l‘axe SK1/S1P est impliqué dans l'angiogenèse tumorale. La S1P 
favorise la croissance des cellules endothéliales et interagit avec le VEGF qui est crucial pour 
l'angiogenèse.461 Le VEGF stimule la production de la S1P dans la lignée cellulaire T24 de 
cancer de la vessie. La S1P induit à son tour l‘activation de RAS et MAPK dans ces cellules 
d‘une manière dépendante de VEGF.904  
Il a été démontré que la S1P peut être sécrétée par le tissu tumoral vers les sites voisins, où elle 
aura accès au sang périphérique ou à la circulation lymphatique et agira comme un facteur 
chimiotactique pour attirer diverses cellules, y compris les cellules endothéliales vasculaires, 
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vers la niche tumorale.451 L'expression du récepteur S1P1 est fortement induite dans les 
vaisseaux tumoraux, et le knock-down de ce récepteur diminue significativement l'angiogenèse 
et atténue la croissance tumorale dans des modèles murins.102 L‘anticorps dirigé contre la S1P a 
montré une efficacité antitumorale,872 notamment par l'inhibition de la prolifération cellulaire et 
de la libération de cytokines proangiogeniques telles que le VEGF, l‘IL-8 et l‘IL-6.872 
 
5.4- Réponse inflammatoire 
Comme déjà mentionné dans la partie 4.6 la voie SK1/S1P est impliquée dans l‘induction de 
cytokines  pro-inflammatoires telles que TNF-α.912 À leur tour, les cytokines pro-inflammatoires 
telles que l‘IL-6 peuvent induire l‘activation de la SK1 dans les cellules cancéreuses, via les 
voies de signalisation PI3K et MAPK.626 
La S1P extracellulaire est capable d‘induire la surexpression de COX2 et la production de PGE2 
dans les cellules L929 de fibrosarcome et les cellules A549 d'adénocarcinome du poumon.642 De 
même, la S1P sécrétée par les cellules tumorales apoptotiques est capable d‘induire le 
recrutement vers le site tumoral et la polarisation des monocytes/ macrophages, et de promouvoir 
la stabilisation de l‘ARNm de COX2 et l'expression de la protéine correspondante.265, 354, 890 À 
l'inverse, l‘anticorps neutralisant la S1P inhibe l‘invasion des macrophages dans les zones 
ischémiques.914  
 
5.5-  Résistance aux chimiothérapies  
La surexpression de la SK1 a été montrée pour inhiber l'apoptose induite par les chimiothérapies 
telles que les anthracyclines dans les cellules du cancer du sein MCF-7,563 la doxorubicine et 
l'étoposide dans les cellules leucémiques HL-60,55 et la camptothécine et le docétaxel dans les 
cellules du cancer de la prostate PC3 et LNCaP.628, 738 Dans un modèle de leucémie myéloïde 
aiguë, l'activation soutenue de la SK1 a été associée avec une chimiorésistance.55 Dans un 
modèle d‘injection orthotopique, les cellules du cancer de la prostate PC3 surexprimant la SK1 
ont démontré une résistance au traitement par le docétaxel.628 
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Plusieurs études ont montré que l'inhibition pharmacologique de la SK1 permettait la 
sensibilisation des cellules tumorales aux thérapies anticancéreuses. Dans diverses lignées 
cellulaires, l‘inhibition de la SK1 ou le déplacement du rhéostat céramide/S1P en faveur du 
céramide augmente la réponse aux chimiothérapies55, 73, 118 ou à la radiothérapie.627 Le safingol, 
qui inhibe la SK1, administré indépendamment ou en association avec la doxorubicine réduit la 
croissance tumorale sans aucune toxicité apparente.747  
 
6- Ciblage de la S1P  
Il est devenu évident que la voie SK / S1P est impliquée dans des processus cellulaires multiples. 
Par conséquent, son ciblage s‘avère utile pour le traitement de maladies diverses comme le 
cancer, les maladies inflammatoires et vasculaires.597 
 
6.1- Agonistes et antagonistes des récepteurs à la S1P  
 
6.1.1- FTY720 (Fingolimod, ou Gilenya™) 
Le FTY720 (2-amino-2-[2-(4-octylphényl) éthyl] propane-1,3-diol) a été synthétisé pour la 
première fois en 1992 par modification structurelle de la myriocine, un métabolite fongique 
ayant des propriétés immunosuppressives isolé à partir d‘une culture d‘Isaria sinclairii. Le 
FTY720 est phosphorylé in vivo par la SK2, mais pas par la SK1, pour aboutir au FTY720-
phosphate (FTY720-P), un analogue structural biologiquement actif de la S1P.374, 828, 934 Le 
FTY720 affecte la voie SK/S1P en agissant  comme un inhibiteur compétitif de la sphingosine 
pour la liaison à la SK1 avec une Ki d'environ 2 µM. Il induit par la suite la dégradation 
protéasomale de la variante d'épissage SK1a.454  
Le FTY720-P se lie à tous les récepteurs connus de la S1P, sauf le S1P2. Bien qu'il soit un 
agoniste du récepteur S1P1, le FTY720-P induit l'internalisation et la dégradation de ce récepteur 
qui se traduit par la régulation négative prolongée de ce dernier, privant ainsi les lymphocytes du 
signal de la S1P nécessaire pour leur sortie à partir de tissus lymphoïdes secondaires. La majorité 
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des lymphocytes circulants sont ainsi séquestrés dans les ganglions lymphatiques, ce qui réduit le 
nombre des lymphocytes périphériques circulants.70, 254, 486, 508 (Figure 27) 
Les sous-types de lymphocytes CD3+ (cellules T), CD4+ (cellules T auxiliaires), CD8+ (cellules 
T cytotoxiques), CD45RA+ (cellules T naïves) et CD45R0+ (Cellules T mémoires) sont réduits 
par le FTY720, tandis que le nombre de granulocytes, monocytes, éosinophiles, érythrocytes et 
plaquettes du sang périphérique reste inchangé. Le nombre de lymphocytes T est plus affecté que 
celui des lymphocytes B, et le compte des cellules CD4+ est plus touché que celui des cellules 
CD8+.828 Cette séquestration relativement concentrée sur les cellules CD4+ s‘avère avantageuse 
dans le traitement de la sclérose en plaques (SEP) vu que ce type cellulaire est le contributeur 
majeur à sa physiopathologie. En effet, dans les modèles animaux de la SEP, le FTY720 
empêche  l'apparition de la maladie et réduit les lésions neurologiques établies.70, 210, 883   
Les résultats d'une étude clinique de phase 2, réalisée sur 281 patients randomisés pour recevoir 
le FTY720 par voie orale ou un placebo, ont montré que la rechute en présence du FTY720 était 
significativement plus faible que celle rapportée dans le groupe témoin. Ces résultats sont 
prometteurs quant au traitement des patients de la SEP par le FTY720. Les effets secondaires de 
ce traitement se traduisent par une bradycardie, une rhinopharyngite, une dyspnée, des maux de 
tête, de la diarrhée et des nausées.365 
 
  
Figure 27: Internalisation du récepteur S1P1 après phosphorylation du FTY720 par la SK2.828 
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6.1.2-  KRP-203 
KRP-203 est un agoniste sélectif du récepteur S1P1 connu pour son effet immunosuppresseur, il 
module à la fois les réponses des lymphocytes B et T. KRP-203 prolonge la survie du greffon et 
atténue le rejet chronique d'allogreffes cardiaques chez le rat.767 Cet agoniste sélectif du S1P1 
inhibe également l‘entérocolite dans un modèle de souris déficient en IL-10. Il inhibe la 
libération des cytokines pro-inflammatoires de type Th1 dans la lamina propria de l'intestin, et 
permet de séquestrer les lymphocytes dans les plaques de Peyer et les ganglions lymphatiques 
mésentériques entraînant la réduction des cellules T CD4+ sur le site inflammatoire.792  
L‘utilisation de KRP-203 avec sa sélectivité apparente pour le S1P1 permettrait d'éviter la 
bradycardie indésirable induite par le FTY720 qui affecte les récepteurs S1P3 cardiaques. Ainsi, 
KRP-203 pourrait être utile dans le traitement à long terme du rejet de greffes, et des maladies 
inflammatoires et auto-immunes.767, 828   
 
6.1.3- SEW 2871 
L'agoniste SEW2871 du récepteur S1P1 est capable d‘induire une lymphopénie chez la souris 
par un mécanisme dépendant du S1P1. Bien qu'il soit un agoniste sélectif du S1P1, il est 
structurellement différent de la S1P et sa phosphorylation n‘est pas nécessaire pour la liaison au 
récepteur. SEW2871, comme la S1P, induit l‘internalisation et le recyclage du S1P1, à la 
différence de FTY720-P, qui médie son internalisation et dégradation. Malgré son équivalence 
mécanistique à la S1P, SEW2871 semble moins efficace quant à l‘activation d‘ERK, de la 
migration cellulaire et du flux de calcium.351 Il protège les reins contre les lésions ischémiques 
chez les animaux, préserve la fonction rénale, réduit l‘infiltration des neutrophiles et des 
macrophages, et diminue la sévérité de la nécrose tubulaire aiguë.29, 453  
 
6.1.4- JTE 013 
JTE 013, un antagoniste du récepteur S1P2, inhibe la liaison spécifique de la S1P au récepteur 
S1P2 mais pas aux récepteurs S1P1 ou S1P3.586 L'injection de la S1P chez les souris diabétiques 
a accéléré significativement la guérison de la plaie cutanée renforcée par le JTE-013, ce qui 
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montre leur antagonisme.370 Cependant, certaines études suggèrent que les effets inhibiteurs de 
JTE-013 pourraient être indépendants de l‘antagonisme du récepteur S1P2, vu qu‘il a affecté la 
contraction vasculaire des artères basilaires chez les souris knock-out pour ce récepteur.726  
 
6.1.5- VPC 23019 
VPC 23019 est un analogue de la S1P qui agit comme un antagoniste compétitif sélectif aux 
récepteurs S1P1 et S1P3. VPC23019 a été montré pour inhiber la migration induite par la S1P 
des cellules thyroïdiennes cancéreuses, des cellules cancéreuses de l'ovaire, et des cellules 
souches neurales.140 
 
6.2- Anticorps monoclonal anti-S1P   
L‘anticorps monoclonal spécifique dirigé contre la S1P (anti-S1P mAb; Sphingomab) permet la 
neutralisation moléculaire sélective de la S1P. L‘effet de cet anticorps a été testé sur la 
tumorigenèse dans des modèles de xénogreffes et d‘allogreffes chez la souris nude, et les 
résultats obtenus sont très prometteurs.872  
L'anti-S1P réduit sensiblement  la progression tumorale, et dans certains cas élimine les tumeurs 
mesurables. Il bloque la migration des cellules endothéliales et la formation de capillaires 
aboutissant à l‘inhibition de la formation de vaisseaux sanguins induite par VEGF et PDGF.  
Sphingomab neutralise également la prolifération induite par la S1P, diminue la libération de 
cytokines pro-angiogéniques, et bloque la capacité de la S1P à protéger les cellules tumorales de 
l'apoptose dans plusieurs lignées de cellules tumorales de carcinome du poumon humain (A549), 
d‘adénocarcinome de sein humain (MCF-7, MDA MB-231 et MDA MB-468), et de carcinome 
ovarien humain (SKOV3). 
Cette efficacité générale de l‘anti-S1P sur l‘inhibition de la croissance tumorale est probablement 
due à la prévention des effets pro-angiogéniques de ce lipide. Les essais cliniques avec une 
version humanisée de cet anticorps seront importants pour démontrer son efficacité thérapeutique 
chez l'homme. 
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6.3- Inhibiteurs de la sphingosine kinase 
L'implication évidente de la SK1 dans la progression du cancer et la résistance a mis en avant 
son potentiel thérapeutique. Les dérivés de la sphingosine, la dihydrosphingospine (DHS) et la 
diméthylsphingosine (DMS), ont d'abord été utilisés pour déplacer le rhéostat céramide/S1P. Ces 
deux composés inhibent la croissance et provoquent l'apoptose dans un certain nombre de 
cellules tumorales, y compris la leucémie myéloïde aiguë, la leucémie myéloïde chronique, la 
leucémie lymphoblastique aiguë, le carcinome du col de l'utérus, l‘adénocarcinome de la 
prostate, le cancer de l'estomac, le cancer du poumon, le cancer du côlon, le mélanome, le 
carcinome épidermoïde, l‘hépatome, le neuroblastome, et l‘adénocarcinome mammaire.  
En particulier, la DMS inhibe de manière dose-dépendante la croissance in vivo du carcinome 
gastrique et du cancer de poumon dans les souris athymiques175 Elle réduit considérablement les 
métastases pulmonaires des cellules du mélanome dans les souris syngéniques.590 La DMS a été 
le premier inhibiteur signalé pour le ciblage des sphingosines kinases 1 et 2 et l‘induction de 
l‘apoptose dans le cancer, mais pas dans les cellules normales.169, 820 Cette molécule manque 
cependant de spécificité vu qu‘elle est également un inhibiteur de la protéine kinase C, de la 
phospholipase A2, et de la phospholipase D.521 La L-thréo-dihydrosphingosine (Safingol) 
possède également des propriétés inhibitrices vis-à-vis des SK.36 
Des inhibiteurs plus spécifiques de SK, le F-12509a et B-5354c, ont été synthétisés à base des 
extraits du champignon marin Trichopezizella barbata. Comme la DMS, F-12509a semble 
inhiber la SK1 de manière compétitive, tandis que B-5345c a montré une inhibition non 
compétitive.392 En particulier, contrairement aux DHS et DMS, ni F-12509a ni B-5354c ne 
semblent inhiber la PKC. F-12509a permet simultanément le blocage de la biosynthèse de  la 
S1P et l'accumulation du céramide dans les cellules chimiosensitives HL-60 et les cellules 
chimiorésistantes HL-60/Doxo and HL-60/ VP16, induisant ainsi l‘apoptose de ces dernières.55 
Cet inhibiteur de la SK renforce également l'apoptose des cellules résistantes à l'imatinib en 
déplaçant le rhéostat céramide/S1P au profit du céramide.56 L'administration de B-5354c 
déclenche l'apoptose dose-dépendante dans les cellules LnCaP et PC-3 du cancer de la prostate et 
cela peut être renversé par la régulation positive de la SK1.625 
146 |  
 
Un autre groupe d‘inhibiteurs de la SK (SKI-I-V), qui possède également des propriétés 
anticancéreuses a été signalé par French et ses collègues en 2003, et a été confirmé par d'autres 
groupes.440, 628 Le SKI-II (2-(p-hydroxyanilo)-4-(p-chlorophényl) thiazole), présente une forte 
cytotoxicité envers le carcinome de la vessie T24 et les cellules MCF-7 et MCF-7/VP du cancer 
du sein.207 Il déplace la balance céramide/ S1P vers la production du céramide entraînant la mort 
des cellules LnCaP et PC-3 du cancer de la prostate indépendamment de leur statut de p53.628 
SKI-II et V ont été testés chez la souris. L'administration intrapéritonéale de l'une ou de l'autre de 
ces molécules entraînait une diminution de la taille de la tumeur et une inhibition de la croissance 
tumorale de 50-80% avec aucune toxicité évidente.205 
Récemment, un inhibiteur sélectif de la SK1 (SK1-I) ([(2-hydroxy-1-naphtyl) méthylène]-3-(2-
napythyl)-1H-pyrazole-5-carbohydrazide) a été décrit. Cette molécule induit l'apoptose des 
cellules leucémiques, mais non des cellules normales provenant de la moelle osseuse.621 Xiang et 
ses collègues913 ont développé des inhibiteurs (6ag, 9ab, and 12aa) de plus en plus spécifiques de 
la SK1 à travers une série de modifications de la sphingosine. De recherches récentes sur la 
relation structure-activité de divers analogues de SK1-I ont permis le développement de 
nouveaux inhibiteurs avec optimisation de leur sélectivité et leur activité.293  
De façon intéressante l‘analogue de la sphingosine, FTY720, a également montré un effet 
inhibiteur envers la SK1 à la fois in situ et in vitro.627, 844, 867 Cet inhibiteur a été antérieurement 
montré pour induire l‘apoptose médiée par la caspase-3 des cellules tumorales mais pas des 
cellules stromales du cancer de la prostate.637, 878 Dernièrement le (S)-FTY720 
vinylphosphonate844 et les sphingoguanidines (LCL146 et LCL351)758 ont été capables d‘inhiber 
la SK1 et de diminuer la migration des cellules du cancer de la prostate. 
Un nouvel inhibiteur sélectif de la SK2 (ABC294640) a été identifié et a montré une activité 
antitumorale.206 Un des mécanismes proposés pour son activité anticancéreuse était 
l'autophagie.40 Il aurait aussi des effets anti-œstrogéniques sur les cellules du cancer du sein,22 
pourrait bloquer la chimiorésistance de ces cellules21 (Antoon et al., 2011) et diminuer 
l‘incidence du cancer du côlon associé à la colite chez les souris.119 Ces données soulignent la 
possibilité du ciblage de la SK2 pour le traitement du cancer. 
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OBJECTIF GÉNÉRAL DE LA THÈSE 
 
Le mélanome cutané, une tumeur maligne qui se développe à partir des mélanocytes de 
l‘épiderme, détient le triste record du cancer avec un sombre pronostic quand les lésions sont 
disséminées ou inopérables. Malgré les innovations pharmacologiques récentes, le traitement du 
mélanome reste inefficace en raison de l‘extrême résistance des cellules tumorales aux thérapies 
conventionnelles ou ciblées. Cette résistance est en partie due aux changements de la niche 
tumorale lors de la progression du cancer, notamment à l‘échappement des cellules du mélanome 
à la réponse anti-tumorale, et à l‘établissement d‘un microenvironnement immunosuppresseur. 
Les cellules tumorales ainsi que les cellules stromales participent à l‘immuno-subversion par 
l‘intermédiaire de la sécrétion de différents facteurs solubles y compris les cytokines 
inflammatoires, immunosuppressives et d‘autres facteurs modulateurs de la réponse immune. 
Ainsi, sous l‘action de ces facteurs solubles, les cellules immunitaires infiltrant la tumeur 
acquièrent de nouveaux phénotypes inflammatoires ou immunosuppresseurs déviant en 
conséquence la réponse cytotoxique anti-tumorale et créant une tolérance immunitaire vis à vis 
du cancer.  
Les sphingolipides sont des constituants abondants et essentiels de la peau. Certains métabolites 
comme le céramide et la S1P régulent également des fonctions cellulaires essentiellement au 
développement tumoral. Contrairement au céramide, la S1P agit comme un oncométabolite en 
induisant des effets prolifératifs, anti-apoptotiques, angiogéniques et invasifs. De nombreux 
travaux ont aussi montré que la S1P et ses récepteurs exerce un rôle majeur sur le trafic et la 
différenciation des leucocytes. Ainsi, étant donné que la production de S1P, dépendante de SK1, 
est augmentée dans les cellules de mélanome, l‘hypothèse selon laquelle la S1P pourrait réguler 
la réponse immune antitumorale en agissant sur les populations leucocytaires infiltrant la tumeur 
a été posée.  
Par conséquent, l‘objectif général de mon projet de thèse était d‘étudier le rôle de S1P/SK1 sur le 
recrutement et la différentiation des cellules immunitaires et en particulier des macrophages dans 
le mélanome. Deux parties ont été développées : 1- Étude du rôle de la SK1 du mélanome dans 
l‘infiltrat immunitaire de la tumeur et la progression du cancer; 2- Étude de l‘implication de la 
SK1 de l‘hôte dans l‘infiltrat immunitaire de la tumeur et la progression tumorale. 
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I- Culture cellulaire et production de milieux conditionnés 
 
Les lignées cellulaires de mélanome ont été obtenues à l'ATCC et ont été cultivées sous forme de 
monocouches dans les milieux de culture RPMI ou DMEM (Gibco ®) supplémentés avec 10% 
de sérum de veau foetal (SVF) inactivé par la chaleur, en présence de 5% de CO2 dans une 
atmosphère humidifiée à 37°C. Les lignées de mélanome humain COLO829 et murin B16F10 
ont été utilisées pour un nombre limité de passages et systématiquement testées pour l'expression 
de la protéine de la lignée mélanocytaire MelanA / MART1.  
 
Les lignées monocytaires humaine THP-1 et murine RAW 264.7 ont été fournies respectivement 
par le Dr A. Coste (Université de Toulouse, France) et le Dr I. Maridonneau-Parini (Institut de 
Pharmacologie et de Biologie Structurale, Toulouse, France). Ces lignées ont été cultivées dans 
du RPMI supplémenté par 10% de SVF (et 0,05 mM β-mercaptoéthanol pour la ligné THP-1). 
Les cellules THP-1 ont été différenciées en macrophages par stimulation avec 60 nM de phorbol 
myristate acétate (PMA de chez Sigma) pendant 12-16 heures; puis ces cellules ont été cultivées 
pendant 24 heures supplémentaires sans PMA. 
Les milieux conditionnés ont été générés en cultivant les cellules de mélanome dans un milieu de 
culture exempt de sérum pendant 48 heures. Dans certaines expériences, les cellules de 
mélanome ont été traitées avec 3 µM d'inhibiteur de la sphingosine kinase, SKI-I                       
(5- (2-Naphthalényl) -1H- pyrazole -3- acide carboxylique 2- [(2-hydroxy-1 naphthalényl) 
méthylène] hydrazide), fourni par Abcam.  
A la fin de la période de culture, les surnageants ont été recueillis, centrifugés pendant 5 min à 
1500 rpm et filtrés à travers des filtres de 0.22µm. Les macrophages ont été ensuite traités par le 
surnageant (milieu conditionné) seul ou en présence de 50 ng/ml de TGF-β1 recombinant 
(eBioscience SAS, Paris, France) ou 1 µg/ml d'anticorps anti-TGF-β1 (Clone #1D11, R&D 
systems, Lille, France) pendant 48 heures. 
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DMEM + SVF + 
rm M-CSF 
7 jours, 37⁰C,  
5% CO2 
II- Isolement et culture de macrophages dérivés de la 
moelle osseuse de souris (BMDM) 
 
Les cellules de la moelle osseuse ont été isolées à partir des fémurs et tibias de souris C57BL/6 
âgées de 12 semaines en moyenne. Ces cellules ont été cultivées et différenciées en macrophages 
(BMDM) en présence de RPMI 10% SVF, et de 20 ng/ml de la protéine recombinante murine 
M-CSF (Immunotools) dans des boîtes de pétri de 100 mm de diamètre conçues pour minimiser 
l‘adhérence des BMDM (VWR®). Au bout de 7 jours, les macrophages adhérents ont été 
récoltés, comptés et incubés ou non avec les milieux conditionnés de cellules de mélanome. 
 
 
 
 
III- Transfection cellulaire 
 
Les cellules de mélanome murin B16F10 ont été co-transfectées avec 0.5 µg du plasmide 
pEGFP-C1 codant pour la protéine fluorescente GFP et 5µg du plasmide pLKO.1 vide (shCtrl, 
Addgene) ou contenant un shRNA dirigé contre la SK1 parmi 3 différents shRNA utilisés 
(shSK1, shSK1#2 et shSK1#3, ThermoScientific). Les cellules transfectées, en utilisant la 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), ont été ensuite ensemencées en raison de 500 000 cellules par 
flacon de culture cellulaire T25. Puis, ces cellules ont été sélectionnées avec 0,75 mg/ml de G418 
(Sigma) et 2 µg/ml de puromycine (Invivogen). Les cellules exprimant la GFP ont été triées par 
cytométrie en flux. Les clones stables ont été maintenus dans des milieux contenant 1 µg/ml de 
puromycine. La sélection par la puromycine a été arrêtée quelques jours avant les manipulations 
expérimentales.  
Les cellules de mélanome humain COLO829 ont été transfectées avec les plasmides pcDNA3.1 
ou pcDNA3.1-SK1 (fournis par Dr. S.M. Pitson, Centre for Cancer Biology, Australie). Les 
cellules stablement transfectées ont été sélectionnées avec 0,75 mg/ml de G418. 
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IV- Essai de motilité in vitro 
 
Les essais de migration cellulaire ont été effectués dans des chambres de Boyden constituées 
d‘inserts perforés dont le diamètre des pores mesure 8 µm (Corning). Les macrophages (BMDM 
ou THP-1) ont été mis en suspension en raison d‘un million de cellules/insert dans du DMEM 
dépourvu de sérum en présence ou non de 2 µM d‘antagonistes de récepteurs à la S1P: 
VPC23019 (Coger, Paris, France) ou FTY720 (Sigma). Les inserts ont été placés dans des 
plaques 24 puits formant ainsi des chambres de migration. Le fond des chambres a été rempli de 
milieux conditionnés provenant des cellules de mélanome, ou de milieu sans sérum contenant ou 
non de la S1P (Biovalley, Nanterre, France) aux concentrations indiquées. Après le temps 
indiqué, les macrophages qui ont migré vers la face inférieure des membranes ont été récoltés et 
quantifiés en utilisant un compteur de cellules Coulter de chez Beckman.  
 
V- RT-PCR quantitative 
 
Les cellules non confluentes ont été récoltées et l'ARN a été extrait selon le protocole du 
fournisseur (kit RNeasy, Qiagen). L‘ARN a été traité avec de la DNase dépourvue de RNase 
(Qiagen). La qualité d'ARN a été évaluée par électrophorèse automatique (Experion, BioRad), et 
sa concentration a été déterminée en utilisant un spectrophotomètre microvolume Xpose 
(Trinean). Un µg d'ARN a été rétro-transcrit sous l‘action de l‘enzyme RT SuperScript II 
(Invitrogen). L'ADNc généré a été dilué et 25 ng ont été utilisés comme matrice pour la PCR 
quantitative. Les réactions ont été réalisées en duplicat dans le thermocycleur StepOne (Applied 
Biosystems) en utilisant le QuantiFast SYBR Green Master Mix et les amorces QuantiTect 
(Qiagen). Les résultats ont été quantifiés en utilisant le logiciel du système StepOne software. 
Les ARNm 18S et β-actine ont été utilisés comme contrôles endogènes pour la normalisation de 
l‘expression. Le taux de variation de l‘expression du gène cible stimulé par rapport au témoin 
non stimulé a été déterminé selon la formule suivante: taux de variation = 2-ΔΔCt, où ΔΔCt = 
(CtCible - CtContrôle) stimulé - (CtCible - CtContrôle) non stimulé. Les valeurs de Ct ont été définies 
comme le numéro de cycle au cours duquel les signaux de fluorescence ont été détectés. 
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VI- Analyse des lipides par spectrométrie de masse 
 
Les lipides ont été extraits à partir de tumeurs broyées dans du méthanol : eau/EgTA (2:1, v/v). 
La S1P a été dérivée par le (triméthylsilyl)diazométhane dans de l‘hexane, puis dissoute dans du 
méthanol pour l‘analyse. L‘extraction du céramide a été réalisée dans une solution de méthanol 
(2% acide acétique) / CH2Cl2, puis le céramide extrait a été repris dans du méthanol pour 
l‘analyse. La normalisation des échantillons a été réalisée par le moyen de standards internes SoP 
20:1 (3.2 ng/ml) pour la S1P ou Cer d18:1/15:0 (1 ng/ml) pour les céramides. Les sphingolipides 
ont été quantifiés par Chromatographie liquide à ultra-performance, en utilisant un système 
Agilent 1290 Infinity UHPLC couplé à un spectromètre triple quadripôle de la série 6460 
(Agilent Technologies).  
 
VII- Mesure de l’activité enzymatique SK1 
 
Les cellules ont été lavées avec du PBS froid, récoltées et sédimentées par centrifugation. Les 
culots cellulaires ont été resuspendus dans 100 µL de tampon de lyse (20 mM Tris, pH 7.4, 20% 
glycérol, 1 mM EDTA, 120 mM β-mercaptoéthanol, 40 mM β-glycérophosphate, 1 mM 
Na3VO4, 15 mM NaF, 1 mM PMSF, 1% d‘un mélange d‘inhibiteurs de protéases, 0.5 mM            
4-déoxypyridoxine).  
Après sonication, la concentration protéique a été déterminée par la méthode de Bradford. 100 
µg de protéines ont été incubés avec 1 mM de D-érythrosphingosine, 20 mM d'ATP et du [-32P] 
ATP (10 µCi dissouts dans 200 mM de MgCl2) dans 5% Triton X-100 pendant 30 min à 37˚C 
dans un volume final de 200 µl. La réaction a été arrêtée par ajout de 20 µl de HCl 1N et 800 µl 
de chloroforme/méthanol/HCl (100:200:1, v/v). Après agitation, 250 µl de chloroforme et 250 µl 
de KCl 2 M ont été ajoutés, les phases ont ensuite été séparées par centrifugation. La phase 
organique a été évaporée et resuspendue dans un mélange chloroforme/méthanol (2:1, v/v).  
Les lipides ont été séparés en chromatographie sur couche mince de silice (Whatman) par un 
mélange de 1− butanol/méthanol/acide acétique/eau (80:20:10:20, v/v). La S1P marquée a été 
visualisée en utilisant un PhosphorImager (Typhoon) et quantifiée avec le logiciel ImageQuant. 
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VIII- ELISA du TGF-β1 
 
Les surnageants de culture de B16-F10 confluentes ont été récupérés après 48h dans du DMEM 
dépourvu de sérum. Les milieux récupérés ont été centrifugés et filtrés à l‘aide de filtres de 0.22 
µm, puis concentrés par centrifugation sur des colonnes Vivaspin 2, 5 KD, Polyéthersulfone 
(PES) (Sartorius, France). La concentration de TGF-β1 murin a été mesurée dans les échantillons 
en suivant les instructions du fabricant (Abcam) et normalisée par rapport aux taux des protéines 
cellulaires totales mesurés par Bradford.  
 
IX- Bioinformatique 
 
Les niveaux d'expression des ARNm de SK1 et TGF-β1 ont été évalués chez les patients de 
mélanome de la cohorte TCGA SKCM (n = 472). Les données de niveau 3 ont été interprétées à 
l'aide des estimations de transcription des gènes (https://genome-cancer.ucsc.edu/). La mesure de 
corrélation a été effectuée en utilisant le coefficient de la corrélation Pearson. 
 
X- Greffes orthotopiques de mélanome chez la souris 
 
Les expérimentations animales ont été menées en conformité avec les politiques nationales et 
internationales, et notre protocole a été approuvé par le Comité d'éthique de la région Midi-
Pyrénées. Les cellules B16F10 shCtrl ou shSK1 (300000 cellules dans 100 µl de PBS) ont été 
injectées par voie intradermique dans le flanc de souris C57BL/6 âgées de 8 semaines (Charles 
River, L'Arbresle, France).  
Pour la mesure du volume, les souris ont été endormies par l‘isoflurane et les tumeurs ont été 
mesurées aux temps indiqués à l‘aide d‘un pied à coulisse. Les volumes ont été calculés en 
utilisant la formule: longueur x largeur2 x 0.52, et ont été exprimés en mm3. Pour le poids, les 
souris ont été sacrifiées et les tumeurs ont été retirées 10 jours après l'injection et pesées sur une 
balance de précision. Le poids a été exprimé en mg. 
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XI- Analyse des leucocytes infiltrant les tumeurs 
 
Les cellules B16F10 shCtrl ou shSK1 (300000 cellules dans 100 µl de PBS) ont été injectées par 
voie intradermique dans le flanc de souris C57BL/6 âgées de 8 semaines. Au jour 10, les souris 
ont été sacrifiées et les tumeurs ont été prélevées, dissociées et digérées à l‘aide du kit MACS de 
séparation et le dissociateur gentleMACS™ en suivant le protocole du fournisseur Miltenyi 
Biotec.  
Cette étape a été suivie par un enrichissement des leucocytes au Ficoll ®. Les cellules ont été 
ensuite comptées, marquées avec les anticorps indiqués et le réactif Live-dead (Invitrogen) et 
analysées par cytométrie en flux (BD LSRFortessa) en utilisant le logiciel BD FACSDiva™.  
Les anticorps murins utilisés ont été les suivants : anti-CD45 (BD Biosciences, BUV395), anti-
CD11b (BD Biosciences, APC), anti-Gr1 (BioLegend, PE), anti-F4 / 80 (eBioscience, APC), 
anti- CMH-II (eBioscience, APC-E780), anti-CD206 ( BioLegend, FITC), anti-iNOS 
(BioLegend, PE-Cy7), anti-Thy1 (BioLegend, APC-Cy7), anti- CD8 (BioLegend, BV605) ou 
anti-CD4 (eBioscience, PB-E450) .  
 
XII- Analyses statistiques 
 
Les résultats sont exprimés en tant que moyennes ± sem. Le test t de Student a été utilisé pour les 
comparaisons statistiques entre les groupes et les différences ont été considérées comme 
statistiquement significatives lorsque p <0,05 (*, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001). La 
corrélation de Pearson a été réalisée en utilisant GraphPad Prism (GraphPad Software, San 
Diego, CA). 
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I- Étude du rôle de la sphingosine kinase 1 du 
mélanome dans l’infiltrat immunitaire de la 
tumeur et la progression du cancer 
 
1- Introduction 
Une tumeur est une entité hétérogène regroupant des cellules tumorales et des cellules stromales 
participant à sa progression. Le mélanome, en particulier, est un cancer hautement résistant aux 
thérapies ciblant les cellules tumorales, ce qui attribue un rôle évident au microenvironnement 
tumoral, notamment à l‘infiltrat immunitaire, dans la progression et la résistance 
thérapeutique.313 (Figure 28) 
Les cellules immunitaires de la niche tumorale conçues pour reconnaître et détruire les cellules 
cancéreuses, peuvent être modulées par ces dernières afin d‘établir des conditions favorables à la 
croissance et la progression tumorale.220 Plusieurs cellules contribuent à ce phénomène 
d‘échappement au système immunitaire. Dans le mélanome, les macrophages jouent un rôle 
prépondérant et ont été corrélés à un mauvais pronostic clinique.71, 346  
Figure 28: Evolution tumorale du mélanome et développement de la résistance aux thérapies.313 a- 
Organisation stable des tissus cutanés, b- Mélanome in situ évoluant progressivement en métastase, c- Réponse 
immunitaire d‘inflammation et de réparation suite à un traitement anti-tumoral, d- Rémission, e- Développement de 
la résistance à la thérapie et rechute.  
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Les macrophages dérivés de la lignée monocytaire sont généralement recrutés à partir du sang 
vers le site tumoral via des molécules produites par les cellules stromales et malignes.651 En 
réponse, aux stimuli du microenvironnement tumoral, les macrophages associés à la tumeur 
(TAM) subissent une polarisation métabolique et fonctionnelle en deux phénotypes distincts, soit 
en M1 (classiquement activé, pro-inflammatoire, anti-tumoral) ou en M2 (alternativement activé, 
anti-inflammatoire, protumoral).216 Ce dernier est le phénotype majeur associé au cancer, il 
prédit un mauvais pronostic. Les TAM produisent une grande variété de facteurs de croissance, 
cytokines, chimiokines, protéines de la matrice extracellulaire, et protéases, qui favorisent 
l'angiogenèse, la croissance, et les métastases tumorales.623, 880 Ils induisent la suppression 
immunitaire en recrutant des cellules T régulatrices, qui s‘opposent à l‘action anti-tumorale des 
cellules effectrices telles que les cellules NK et les lymphocytes T CD8+.52, 495  
Il faut noter que le ciblage des macrophages augmente l'activité anti-tumorale des inhibiteurs de 
BRAF chez la souris et chez les tumeurs humaines de mélanome. Mais leur présence dans les 
tumeurs prédit une rechute précoce après le traitement, ce qui suggère des interactions 
importantes entre les TAM et les cellules malignes dans les tumeurs de mélanome.879 Cependant, 
les mécanismes sous-jacents de ces interactions sont peu compris. 
De façon intéressante, nous avons récemment montré une augmentation de la production de la 
sphingosine 1- phosphate (S1P) dans des cellules de mélanome.10, 126 Ce métabolite 
sphingolipide bioactif est principalement produit par la sphingosine kinase SK1, qui est 
surexprimée dans les tumeurs de mélanome humain par rapport aux nævi.10 Dans de nombreux 
modèles de tumeurs, la S1P transmet des signaux oncogéniques via sa signalisation 
intracellulaire et / ou via ses récepteurs couplés aux protéines G (S1P1-5), exprimés à la fois sur 
les cellules cancéreuses et les cellules saines voisines.327, 474  
La production de la S1P par les cellules de mélanome affecte le microenvironnement tumoral en 
induisant une réponse fibroblastique qui stimule la migration des cellules de mélanome via 
S1P3.10 La S1P stimule également la vascularisation tumorale via S1P1.411 En outre, des études 
récentes démontrent que l'axe SK1 / S1P / S1PR joue un rôle essentiel dans le développement du 
cancer associé à l'inflammation.404 En effet, la régulation négative de la SK1 ou du récepteur 
S1P1 bloque l'activation persistante du facteur de transcription STAT3 et le niveau de cytokines 
pro-inflammatoires et réduit la progression du cancer dans des modèles murins 
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d'inflammation.145, 448 D‘autre part, il a été montré que la polarisation des macrophages vers un 
phénotype M2, est médiée en partie par la S1P produite par les cellules du cancer du sein    
MCF-7. Cette S1P générée par les cellules tumorales en apoptose, favorise également la survie 
des macrophages.888, 890 La S1P promeut aussi l‘activation des lymphocytes Th2 et Th17 aux 
dépens des lymphocytes Th1 et augmente la sécrétion des cytokines IL-4 et IL-10 tout en 
inhibant la sécrétion d‘IL-12, favorisant ainsi la réponse humorale, inflammatoire et 
immunosuppressive sur la réponse cytotoxique.700 L‘ensemble de ces données évoque le rôle de 
la S1P dans la plasticité des cellules immunitaires au sein du microenvironnement tumoral, et 
son importance dans la réponse immune anti-tumorale.  
Par conséquent, l'objectif de cette étude était de déterminer si la S1P produite par la SK1 des 
cellules de mélanome pourrait contrôler l'inflammation dans ces tumeurs ainsi que la réponse 
immunitaire anti-tumorale. Nos résultats actuels fournissent de nouvelles perspectives sur le rôle 
de la SK1 dans le recrutement et la différenciation des macrophages, et dans la réponse 
immunitaire adaptative qui contrôlent la croissance du mélanome. 
 
 
 
 
 
2- Résultats:  
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3- Discussion  
L'inflammation a longtemps été associée à l'apparition du cancer. Une caractéristique commune 
du mélanome est l'infiltration des macrophages immatures à des stades précoces de la 
tumorigénèse. Ces cellules modulent l'activité des lymphocytes T et des cellules du stroma, elles 
favorisent ou inhibent la progression de la tumeur en fonction de leur densité d'infiltration et de 
leur état de différenciation.326  
Il a été montré dans des différents modèles de tumeurs murines que la déplétion des 
macrophages ou leur polarisation vers un phénotype M1 anti-tumoral peut arrêter de manière 
significative la croissance des tumeurs.128, 933   
Ici, nous rapportons pour la première fois que la SK1 régule la croissance du mélanome en 
modulant l'infiltration des macrophages dans la tumeur. En effet, le pourcentage des 
macrophages dans les tumeurs est diminué lorsque la SK1 des cellules de mélanome est inhibée 
par un shRNA. En accord avec ces résultats, une forte augmentation de la protéine SK1 est 
associée à une augmentation de l'infiltration des macrophages dans les tissus tumoraux chez les 
souris SphK2 -/- développant un cancer associé à la colite. Dans ce dernier modèle, la SK1 et 
S1P1 stimulent la croissance tumorale et conduisent les TAM et les cellules dendritiques à 
produire plus d'IL-6, favorisant ainsi un microenvironnement tumoral pro-inflammatoire.448  
Ces observations suggèrent que SK1 pourrait être impliquée dans la migration des macrophages 
conduisant à leur infiltration dans les tumeurs. In vitro, nos résultats démontrent que la S1P 
produite par la SK1 du mélanome agit comme un agent chimioattractif pour les macrophages de 
manière S1P1-dépendante. En effet, le traitement de BMDM avec la S1P exogène promeut la 
migration cellulaire comme indiqué précédemment pour les macrophages primaires humains.265 
Le fait que la S1P produite par la SK1 du mélanome stimule l‘infiltration des macrophages par 
l'activation des S1PRs, in vivo, reste encore à déterminer. 
Néanmoins, dans différents modèles murins expérimentaux, FTY720 réduit le recrutement de 
macrophages vers les sites d'inflammation, ce qui démontre que S1P1 peut être critique pour le 
recrutement des macrophages in vivo.838, 938  
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Notre étude a également identifié SK1 comme un régulateur clé de la polarisation des 
macrophages dans les tumeurs de mélanome. En effet, l‘inhibition de la SK1 par un shRNA a 
considérablement augmenté le pourcentage de macrophages anti-tumoraux M1 dans la tumeur, et 
réduit la proportion de macrophages pro-tumoraux M2.555 Grâce à l'expression et la sécrétion de 
cytokines et de chimiokines telles que l'IL-12, CXCL9 et CXCL10, les macrophages M1 
induisent le recrutement et la polarisation des cellules Th1. Réciproquement, en produisant 
l‘IFN, les cellules Th1 peuvent conduire à la polarisation M1 classique des macrophages, 
amplifiant ainsi la réponse anti-tumorale de type 1.494  
Nos résultats in vitro montrent que l‘activité enzymatique de la SK1 dans le mélanome est en 
corrélation avec une diminution des marqueurs M1, et inversement, une augmentation des 
marqueurs M2 dans les BMDM. Des études antérieures ont suggéré que la stimulation du S1P1 
par la S1P réduit l'expression d‘iNOS, TNF-α, MCP-1 et IL-12, et induit une expression d‘ARG-
1 dans les macrophages traités par le LPS.322 La S1P induit également la polarisation M2 à 
travers la sécrétion d‘IL-4 dans les macrophages péritonéaux de souris traités par le LPS.614 Ici, 
nous montrons que l‘orientation phénotypique des macrophages induite par la SK1 du mélanome 
est indépendante de la liaison de la S1P aux S1PRs des macrophages. En effet, l'expression de 
marqueurs spécifiques aux macrophages M1 ou M2 n'a pas été affectée par le prétraitement des 
macrophages avec le VPC23019 avant de l‘administration des surnageants des cellules de 
mélanome. En outre, la S1P exogène a également échoué à induire la polarisation des BMDM.  
Nos observations montrent clairement que l‘inhibition de la SK1 dans les cellules de mélanome 
se traduit par une diminution de l‘expression et de la sécrétion dans le milieu de culture de TGF-
β1. Ce milieu favorise la différenciation des macrophages vers un phénotype M1 anti-tumoral. 
De même, la neutralisation du TGF-β1 dans le milieu conditionné des cellules de mélanome 
stimule l‘expression des marqueurs M1 dans les BMDM. La signalisation du TGF-β1 a été 
rapportée pour être activée par la liaison de la S1P au récepteur S1P2.526 Ici, nous démontrons 
que l'expression du TGF-β1 induite par la SK1 n‘est pas médiée par une boucle autocrine de 
signalisation de la S1P par les S1PRs. Toutefois, étant donné que la SK1 a été montrée pour 
activer des facteurs de transcription tels que HIF-1α4 ou NF-B15 dans diverses tumeurs et que 
l'expression du TGF-β1 est régulée par ces facteurs,324, 456 on pourrait spéculer que la SK1 régule 
le TGF-β1 à un niveau transcriptionnel. Cependant, cette hypothèse reste à démontrer.  
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Le mélanome produit des quantités croissantes de TGF-β1 au cours de la progression de la 
maladie.83 Le TGF-β1 est une cytokine immunosuppressive sécrétée, en autre, par les cellules 
tumorales. Elle neutralise les fonctions effectrices des macrophages, des cellules NK, des 
lymphocytes T cytotoxiques et des cellules dendritiques, ainsi que la sécrétion de cytokines.902 
La liaison du TGF-β1 à son récepteur présent sur les macrophages conduit à l'activation et la 
translocation nucléaire de molécules Smad, qui coopérent avec d'autres facteurs de transcription 
pour réguler l'expression de gènes et favoriser le phénotype M2 des macrophages.485 
Dans des modèles précliniques, plusieurs inhibiteurs de TGF-β, y compris des petites molécules 
de ciblage des récepteurs TGF-βRI et II, des anticorps monoclonaux neutralisants TGF-β1 et des 
oligonucléotides antisens bloquant la production de TGF-β1 ont démontré une activité anti-
tumorale. Par exemple, dans le mélanome murin B16, la thérapie anti-TGF-β1 en combinaison 
avec l'interleukine-2 a réduit le nombre de métastases pulmonaires.899 Chez les patients atteints 
de mélanome, les niveaux sériques de TGF-β1 étaient significativement plus élevés que ceux du 
groupe contrôle.833 Récemment, une activité anti-tumorale a été décrite pour le frésolimumab, un 
anticorps monoclonal neutralisant le TGF-β1 humain, lorsque celui-ci a été administré à des 
patients atteints de mélanome métastatique.543   
Collectivement, nos données identifient un nouveau rôle pour l'enzyme SK1 produisant la S1P 
comme un régulateur clé de l'équilibre entre les macrophages inflammatoires et suppressifs dans 
les tumeurs de mélanome.  
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II- Étude du rôle de la sphingosine kinase 1 
de l’hôte dans l’infiltrat immunitaire de la 
tumeur et la progression tumorale 
 
1- Introduction 
Il est connu que les cellules cancéreuses communiquent avec l'organisme hôte pour réguler la 
progression tumorale. Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu restent encore peu 
connus. 
Dans la première partie de ce projet, nous avons montré que la S1P produite par les cellules de 
mélanome agit sur la différenciation des macrophages, la réponse immune et la croissance 
tumorale. Dans une deuxième partie, nous nous sommes intéressés au rôle de la S1P produite par 
la SK1 de l‘hôte sur la croissance et l‘infiltrat immunitaire du mélanome. En effet, plusieurs 
études ont montré l‘importance de la S1P systémique et/ou la SK1 de l‘hôte sur la croissance de 
diverses tumeurs.818 Chez les patients atteints d'un cancer de l'ovaire, la S1P sérique ainsi que le 
récepteur S1P1 sont requis pour l'angiogenèse tumorale in vivo.818, 930  
De façon intéressante, le groupe de Obeid et Hannun a montré que la déficience en SK1, qui est 
associée à des niveaux moins élevés de S1P sérique, bloque le développement de lymphomes 
thymiques dans des souris p53-/- et prolonge leur survie.290 Ce groupe a aussi montré que les 
souris Sphk1-/-, qui sont déficientes pour SK1, développent moins de lésions cryptiques associées 
au cancer du colon induit par l‘azoxyméthane que les souris sauvages ou Sphk2-/-.368  
Notre équipe a également démontré que la coinjection de cellules de mélanome avec des 
fibroblastes dermiques issus de souris Sphk1-/- inhibait la croissance tumorale ainsi que le taux de 
métastases en comparaison avec de fibroblastes dermiques issus de souris sauvages. 10 
L‘ensemble de ces données démontre le rôle de la SK1 de l‘hôte sur la croissance tumorale. Dans 
ce projet, nous nous sommes intéressés aux effets de cette kinase sur la croissance des cellules de 
mélanome ainsi que sur la modulation de la réponse immune anti-tumorale.  
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2- Résultats 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29: Host SK1 deficiency alters melanoma growth and immune infiltrate. B16F10 murine melanoma 
cells (3x105) were injected intradermally into the flank of 8-week-old C57BL/6 Wild-Type (WT) or Sphk1-/- female 
mice. Thirteen days after injection, mice were sacrificed, tumors were collected, and their leukocyte content was 
analyzed. Bars represent means ± sem of 6 mice per group. A, S1P levels in mice serum were measured via LC-MS 
(n=6 mice), and tumors were weighed 13 days after injection (n=4 mice). B, C, D and E, Cells were counted and the 
proportion of the indicated cell populations amongst indicated cells was determined by flow cytometry. B, 
Percentages of TAM (CD11b+ Gr1- F4/80+) amongst leukocytes (CD45+) (left panel) and of M2 macrophages 
(CD206+) amongst TAM (right panel). C, top, Percentages of B (CD19+) and T (Thy1+) lymphocytes amongst 
leukocytes (CD45+) (left and middle panels) and representative T/B cells ratio (right panel). Bottom, Percentages of 
helper T (CD4+) and cytotoxic T (CD8+) amongst T lymphocytes (left and middle panels) and representative CD8+/ 
CD4+ cells ratio (right panel). D, Percentage of MDSC (CD11b+ Gr1+) amongst leukocytes. E, Percentage of NK 
cells (NK1.1+) amongst leukocytes.  
 
Dans le but d‘évaluer l‘importance de la SK1 de l‘hôte dans la plasticité de la réponse immune 
anti-mélanome et la progression de ce cancer, nous avons injecté des cellules de mélanome 
B16F10 dans des souris C57BL/6 sauvages (WT) ou déficientes pour la SK1 (Sphk1-/-).  
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Comme l‘indique la figure 29 A, les souris Sphk1-/- montrent une diminution des niveaux de la 
S1P sérique, et une diminution du poids tumoral par rapport aux souris WT. De plus, la 
déficience en SK1 diminue significativement la polarisation des macrophages vers le phénotype 
M2 protumoral (figure 29 B à droite) mais n‘affecte pas leur infiltration dans la tumeur (figure 
29 B à gauche) suggérant que la S1P systémique, à l‘inverse de la S1P tumorale, n‘établit pas le 
gradient nécessaire au recrutement des macrophages dans les tumeurs de mélanome. Elle est 
pourtant cruciale pour leur polarisation vers un phénotype M2 protumoral. 
Nos travaux montrent également que le déficit en SK1 affecte l‘infiltrat lymphocytaire en 
diminuant le pourcentage de lymphocytes B (figure 29 C en haut à gauche) et augmentant le 
pourcentage de lymphocytes T (figure 29 C en haut au milieu) de façon significative. Ces 
variations ont été traduites par une augmentation significative du rapport LT/LB (figure 29 C en 
haut à droite).  
Parmi les lymphocytes T, la sous-population de cellules T cytotoxiques CD8+ (figure 29 C en bas 
au milieu) a été augmentée significativement aux dépends des lymphocytes T auxiliaires CD4+ 
(figure 29 C en bas à gauche). Ceci se traduit par une augmentation significative du ratio T 
CD8+/ T CD4+ (figure 29 C en bas à droite) chez les souris Sphk1-/- en comparaison aux WT. Ces 
données suggèrent que la déficience en SK1 chez l‘hôte, associée à une diminution du taux 
sérique de S1P, oriente la réponse immune adaptative vers la cytotoxicité cellulaire médiée par 
les lymphocytes T CD8+.  
Les cellules NK de l‘immunité innée pourraient aussi contribuer à cette cytotoxicité antitumorale 
puisque leur pourcentage est augmenté dans les souris Sphk1-/- (figure 29 E). A l‘inverse, le 
pourcentage des cellules myéloides suppressives MDSC n‘est pas affecté par le déficit en SK1 
(figure 29 D).  
L‘ensemble de ces résultats montre l‘importance de la SK1 de l‘hôte, tout comme la SK1 
tumorale, dans l‘échappement à la réponse anti-mélanome. Les effets de l‘inhibition des deux 
kinases sur la croissance tumorale ainsi que la réponse immune ont donc été étudiés. 
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Figure 30: The SK1 deficiency both in tumor cells and host reduces melanoma growth and alters lymphocyte 
infiltrate. B16F10 murine melanoma cells (3x105) stably transfected with a control (shCtrl) or SK1 targeted shRNA 
(shSK1) were injected intradermally into the flank of 8-week-old C57BL/6 WT or Sphk1-/- female mice. A, Tumor 
volume was measured at the indicated days prior to injection. Bars represent means ± sem of 12-14 mice per group. 
B, Percentage of M2 macrophages (CD206+) amongst TAM (CD11b+ Gr1- F4/80+) was analyzed. C, top, 
Percentages of B (CD19+) and T (Thy1+) lymphocytes amongst leukocytes (CD45+) (left and middle panels) and 
representative T/B cells ratio (right panel). Bottom, Percentages of helper T (CD4+) and cytotoxic T (CD8+) amongst 
D- 
A- C- 
B- 
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T lymphocytes (left and middle panels) and representative CD8+/CD4+ cells ratio (right panel). D, Illustrative dot 
plot showing the variation of lymphocyte subsets infiltrate depending on SK1 expression.  
 
Dans le but d‘évaluer l‘impact de l‘inhibition concomitante de la SK1 de l‘hôte et de la tumeur 
sur la croissance du mélanome et l‘infiltrat immunitaire, nous avons injecté des souris C57BL/6 
avec des cellules de mélanome B16F10 syngéniques transfectées par un shCtrl ou un shSK1. 
Plusieurs combinaisons ont été réalisées (B16 shCtrl ou B16 shSK1 dans souris WT ou Sphk1-/-)  
et la croissance tumorale a été évaluée en terme de volume tumoral aux jours indiqués. Nos 
résultats montrent que l‘inhibition de la SK1 de l‘hôte ou de la tumeur diminue significativement 
la croissance tumorale comparée à la condition contrôle. Cette diminution est accentuée par 
l‘inhibition simultanée des deux kinases comme le montre la figure 30 A, ce qui suggère que la 
SK1 de l‘hôte ainsi que la SK1 de la tumeur contribuent à la croissance tumorale du mélanome, 
non seulement séparément, mais aussi d‘une manière synergique.   
De plus, l‘inhibition de la SK1 de l‘hôte via le modèle Sphk1-/- et/ou de la SK1 tumorale via les 
cellules B16F10 shSK1 est associée à une diminution de la polarisation des macrophages vers un 
phénotype M2 protumoral. Cette diminution semble plus importante lorque les deux kinases sont 
inhibées par rapport à la condition contrôle, mais la différence reste non significative (pour 6 
souris) comparée aux conditions où la SK1 n‘est inhibée que dans un seul compartiment (figure 
n B). En ce qui concerne la population lymphocytaire, l‘inhibition de l‘une ou l‘autre des SK1 
conduit à une diminution de l‘infiltrat des lymphocytes B (figure 30 C en haut à gauche) et à une 
augmentation de l‘infiltrat des lymphocytes T (figure 30 C en haut au milieu), aboutissant à une 
augmentation du ratio LT/LB (figure 30 C en haut à droite) d‘une façon significative. Ces effets 
sont significativement amplifiés par l‘inhibition simultanée des deux SK1. 
L‘inhibition de la SK1 de l‘hôte est aussi associée à une diminution significative de l‘infiltrat des 
lymphocytes T CD4+ (figure 30 C en bas à gauche) et inversement, à une augmentation de 
l‘infiltrat des lymphocytes T CD8+ (figure 30 C en bas au milieu), ce qui augmente le rapport T 
CD8+/ T CD4+ (figure 30 C en bas à droite).  Aucune variation n‘a été observée pour la SK1 
tumorale sur les populations T CD4+ et CD8+ contrairement à ce que nous avions rapporté dans la 
première partie du projet après 10 jours de greffe. Cette absence de variation pourrait être due au 
fait que les pourcentages de ces sous-populations lymphocytaires ont été calculés par rapport au 
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pourcentage de cellules T totales, qui subit une augmentation significative (figure n C, haut au 
milieu).  
La figure D représente un dotplot illustratif des variations de l‘infiltrat des différentes sous-
populations lymphocytaires en fonction de l‘expression de SK1. Ainsi, nous avons montré que 
l‘inhibition combinée de la SK1 de la tumeur et de l‘hôte est associée à une augmentation de la 
réponse T (Thy1+), une diminution de la réponse B (CD19+), une augmentation de la réponse T 
cytotoxique (CD8+) et une diminution de la réponse T auxiliaire (CD4+). 
 
3- Discussion 
Sutphen et ses collègues ont démontré le potentiel de la S1P d‘être un marqueur plasmatique de 
cancer. Dans cette étude les auteurs ont observé que les niveaux systémiques de la S1P chez les 
patients atteints du cancer de l'ovaire ont été plus élevés que ceux des témoins.818 En outre, il a 
été démontré que les taux de S1P circulante ont été plus élevés chez les souris atteintes du cancer 
du côlon par rapport aux souris saines.369 De façon intéressante, l‘injection intraveineuse de 
l‘anticorps neutralisant anti-S1P chez des souris greffées de cancer de sein ou de l‘ovaire était 
associée à une régression tumorale, rajoutant une évidence sur le rôle de la S1P systémique dans 
la progression du cancer.872 
Toutefois, il est difficile de trancher si la S1P est un biomarqueur du cancer vu que cette 
observation pourrait être faussée par le fait que les érythrocytes279, 585 et les plaquettes176 
constituent la source principale de la S1P circulante. En effet, Nunes et ses collègues ont montré 
que la S1P circulante était significativement plus faible chez les patients atteints du cancer de la 
prostate que chez les témoins sains, et que cette observation était corrélée avec une régulation 
négative de l‘activité de la SK1 érythrocytaire.576  
Dans cette partie du projet on a pu démontré que la diminution de la S1P circulantes chez des 
modèles de souris déficientes en SK1 a corrélé avec une diminution de la croissance tumorale et 
le changement de l‘infiltrat immunitaire en faveur d‘une réponse anti-tumorale cytotoxique 
illustrée par une augmentation significative de l‘infiltrat des cellules NK et du rapport 
lymphocytes T CD8+/ T CD4+, simultanément à la levée de la réponse immunosuppressive 
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médiée par les macrophages M2. Ces résultats montrent l‘importance de la SK1 de l‘hôte et de la 
S1P circulante en tant que marqueur de la progression du mélanome. Le ciblage de la S1P 
systémique par un anticorps neutralisant par exemple, ou l‘utilisation de ce dernier en tant que 
thérapie adjuvante aux thérapies classiques pourrait sensibiliser les cellules de mélanome aux 
traitements anti-cancéreux apporter un avantage thérapeutique à ce niveau. 
De façon intéressante le ciblage simultané des deux SK1 de l‘hôte et de la tumeur a renforcé 
l‘effet protecteur contre la croissance tumoral et a favorisé une réponse immunitaire dirigée vers 
les cellules T aux dépens de la réponse humorale des cellules B. 
L‘ensemble de ces résultats suggèrent l‘importance simultanée de la SK1 du mélanome, 
généralement induite par les mutations des kinases en aval telles que Braf, et de la SK1 de l‘hôte 
produite par les différentes cellules de l‘individu notamment les cellules endothéliales, les 
érythrocytes et les plaquettes, dans l‘infiltrat immunitaire et la progression de ce cancer. Un 
dépistage du profil sphingolipidique dans  la tumeur et le sang serait d‘intérêt pour une utilisation 
éventuelle d‘une approche de ciblage de l‘axe SK1/ S1P dans le mélanome. 
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CONCLUSION & PERSPECTIVES 
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I- Conclusion générale 
 
L'objectif de notre étude était de définir le rôle de la SK1 tumorale dans le recrutement et la 
polarisation des macrophages au sein du mélanome. Grâce aux outils génétiques (shRNA dirigés 
contre SK1) et pharmacologiques (SKI-I), nous avons pu montrer que le ciblage de la SK1 
tumorale permettait de promouvoir une réponse immune anti-tumorale. 
Nous avons ainsi montré que l‘inhibition de la SK1 tumorale réduit l‘infiltration de la tumeur par 
les macrophages, qui sont généralement associés à un mauvais pronostic dans de nombreux 
cancers y compris le mélanome.346, 419 Nos données montrent également que ce recrutement est 
médié par la liaison de la S1P, produite par la SK1 du mélanome, au récepteur S1P1, qui est 
exprimé sur les macrophages.  
De plus, l‘inhibition de la SK1 du mélanome potentialise le phénotype M1 anti-tumoral des 
macrophages au dépend du phénotype M2, déplaçant ainsi la balance macrophagique au profit 
d‘une orientation Th1 et d‘une réponse immunitaire antitumorale plus prononcée. Ainsi, 
l‘inhibition de la SK1 dans les cellules du mélanome est associée à une augmentation de 
l‘expression de cytokines et chimiokines, telles qu‘IL-12 et CXCL9, qui stimulent une réponse 
Th1, et induisent une diminution de la croissance tumorale. 
Nos résultats montrent que le changement phénotypique des macrophages associé à l‘inhibition 
de la SK1 dans les cellules de mélanome, est indépendant de l‘axe S1P/S1PR. Plusieurs facteurs 
potentiellement responsables de cette polarisation ont été investigués, en particulier, L‘IL-4, l‘IL-
10, l‘IL-13 et CCL2 qui sont connus pour induire un phénotype M2, et l‘IFN-γ connu pour 
l‘induction des macrophages M1. Ces facteurs étaient ou bien non exprimés par les cellules de 
mélanome B16F10 ou bien n‘ont montré aucun changement d‘expression suite à l‘inhibition de 
la SK1. l‘inverse, le taux de TGF-β1, qui stimule la polarisation M2 des macrophages ainsi que 
la réponse des cellules T régulatrices, est diminué suite à l‘inhibition de SK1. En accord avec ces 
données, une corrélation positive entre l‘expression du TGF-β1 et celle de la SK1 a été observée 
dans des tumeurs de patients atteints de mélanome. In vitro, nous avons montré que la 
neutralisation du TGF-β1 dans le milieu conditionné provenant des cellules du mélanome, ou à 
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l‘inverse, l‘addition de TGF-β1 recombinante dans le milieu de cellules de mélanome ayant une 
SK1 inhibée, a confirmé que la polarisation M2 des macrophages induite par la SK1 tumorale est 
médiée par le TGF-β1. La régulation de TGF-β1 par la SK1 est indépendante de l‘axe S1P/S1PR, 
suggérant une activité intracellulaire de la SK1. (Figure 31) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31: Schéma récapitulant le rôle de la SK1 du mélanome dans la migration et la polarisation des 
macrophages, ainsi que dans la réponse immunitaire associée.  
 
L‘ensemble de ces résultats montre l‘importance de la SK1 tumorale dans la suppression de la 
réponse immunitaire anti-mélanome.  
Le deuxième axe de notre recherche s‘est focalisé sur le rôle de la SK1 de l‘hôte sur l‘infiltrat 
leucocytaire. Grâce au modèle de souris SK1-/-, nous avons montré que la déficience en SK1 de 
l‘hôte, concomitante avec une diminution de la S1P circulante, est associée à l‘inhibition de 
l‘orientation M2 des macrophages ainsi qu‘à une réponse antitumorale NK et LT CD8+ plus 
marquée. L‘inhibition simultanée de la SK1 de la tumeur et de l‘hôte diminue davantage la 
croissance tumorale et potentialise l‘immunité cellulaire par rapport à l‘immunité humorale ce 
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qui est illustré par un rapport LT/LB significativement plus marqué par rapport au reste des 
conditions où l‘une et/ou l‘autre des SK1 a été toujours valide.  
En conclusion, cette étude a permis de montrer, pour la première fois, le rôle clé de la SK1 du 
mélanome dans le recrutement et la polarisation des macrophages associés à la tumeur. Des 
études antérieures avaient déjà décrit le rôle de la S1P sur le remodelage du stroma tumoral, 
notamment sur les fibroblastes10, 393 et les cellules endothéliales411, 872. Ce travail montre 
maintenant l‘importance de la SK1/S1P dans la réponse immune anti-mélanome et la possibilité 
de cibler cette voie afin de sensibiliser les cellules de mélanome aux traitements thérapeutiques.  
 
II- Perspectives 
 
Dans ce travail nous avons montré que la régulation à la baisse de la SK1 dans les cellules de 
mélanome est suivie de la réduction du phénotype M2 des macrophages en faveur d'une 
augmentation du phénotype M1 au sein de la tumeur. L‘ensemble des expériences in vitro et in 
vivo proposent que la migration des macrophages dépend de la liaison de la S1P à son récepteur 
S1P1 exprimé par ces cellules, alors que leur polarisation dans la niche tumorale dépend de la 
génération et de la sécrétion de TGF-β1 induite par la SK1. De même la SK1 du mélanome et/ ou 
de l‘hôte s‘est avérée importante pour l‘orientation de la réponse immunitaire adaptative et la 
modulation de la croissance tumorale. Son inhibition a permis la potentialisation d‘une réponse 
cytotoxique NK/ LT CD8+ dépendante et ainsi la diminution de la croissance des tumeurs 
murines du mélanome. Bien que ce travail ait montré un rôle inédit de la SK1 dans le mélanome 
et son infiltrat immunitaire, divers points nécessitent d‘être approfondis. 
 
1- Régulation de l’expression des enzymes du métabolisme de la 
S1P dans les cellules de mélanome  
 
La SK1 est surexprimée dans les cellules de mélanome par rapport aux mélanocytes normaux. 
Les mécanismes conduisant à la surexpression de la SK1 dans le mélanome ont été investigués 
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dans notre équipe.10 De façon intéressante, ce travail a montré que l‘augmentation de 
l‘expression de la SK1 est sous le contrôle de la cascade RAS/RAF/MAPK/ERK, une voie très 
fréquemment activée dans le mélanome.10 Cependant les mécanismes de régulation de SK1 au 
niveau transcriptionnel n‘ont pas été encore élucidés. Pour compléter ces données, il serait 
intéresssant d‘étudier l‘activité du promoteur de la SK1 suite à la stimulation par différents 
régulateurs transcriptionnels et de se pencher sur les mécanismes épigénétiques de régulation de 
la SK1, pour fournir une vision plus globale à ce sujet. 
De plus, comme le métabolisme de la S1P n‘est pas seulement limité à l‘activité de la SK1, il 
serait intéressant d‘étudier les mécanismes à l‘origine de l‘accumulation de la S1P dans les 
cellules de mélanome. En effet, tandis que la SK2 n‘est pas surexprimée dans ces cellules, les 
expressions de la SPP1 et de la SPL, sont par contre diminuées par rapport à des mélanocytes 
sains.126 L‘étude des mécanismes moléculaires de régulation de ces enzymes permettrait d'établir 
des stratégies thérapeutiques visant le rhéostat sphingolipidique céramide/S1P, afin de limiter la 
croissance, la prolifération et la migration des cellules tumorales.  
 
2- Sécrétion de la S1P 
Dans ce projet, une diminution de la quantité de S1P a été montrée dans la tumeur ayant une SK1 
inhibée. Dans ces conditions, la migration des macrophages est diminuée. A l‘inverse, une 
augmentation de la migration de ces cellules a pu être observée lorsque l‘expression de la SK1 
tumorale est augmentée. Cet effet est dépendant de la S1P et de l‘expression du récepteur S1P1 à 
la surface des macrophages. Ces résultats suggèrent que la S1P produite par les cellules de 
mélanome a été sécrétée dans le milieu extracellulaire afin d‘agir sur ses récepteurs. Or, les 
transporteurs de la S1P présents sur les B16F10 n‘ont pas été étudiés.  
De façon intéressante, il a été récemment démontré que les cellules D10 CD133+ de mélanome 
surexpriment une multitude de transporteurs de la famille ABC impliqués dans la multi-
résistance aux médicaments.713 Or ces transporteurs sont également impliqués dans l‘excrétion 
de la S1P cellulaire comme déjà évoqué dans le chapitre III. Il serait donc intéressant de 
déterminer la nature des transporteurs exprimés par les cellules B16F10 et de déterminer si cette 
expression est  dépendante ou non des taux intracellulaires de S1P.  
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Enfin, des stratégies d‘inhibition de ce transporteur pourrait être étudiées sur la migration des 
macrophages induite par les cellules de mélanome.    
 
3- Signalisation induite par la S1P dans les macrophages 
Dans ce travail, nous avons montré que la S1P provenant de la tumeur est capable d‘induire in 
vitro la migration des macrophages d‘une manière dépendante de sa liaison à son récepteur 
S1P1, et ceci par l‘utilisation des antagonistes VPC23019 qui antagonise S1P1/3 et FTY720 qui 
induit l‘internalisation et la dégradation du S1P1. Or les voies de signalisation en aval de ce 
récepteur, potentiellement impliquées dans la migration des macrophages, n‘ont pas été étudiées. 
Nous pensons plus particulièrement à étudier l‘expression des petites protéines G comme Rho et 
Rac, et de l‘effet de leur inhibition sur la migration macrophagique.  
 
4- Effet des inhibiteurs pharmacologiques de la SK1 sur l’infiltrat 
immunitaire et la croissance tumorale in vivo. 
Dans cette étude, le rôle de la SK1 tumorale sur le recrutement et la polarisation des 
macrophages a été investigué par des outils génétiques (shRNA). Il serait intéressant de 
reproduire in vivo les résultats obtenus in vitro avec le SKI-I qui inhibe la sphingosine kinase 1. 
En effet, nous avons démontré qu‘in vitro,  le SKI-I, en combinaison avec le shRNA SK1, est 
capable d‘inhiber davantage l‘activité SK1 et de renforcer ainsi l‘expression des marqueurs M1, 
avec une meilleure inhibition des marqueurs M2. On peut donc supposer que cette orientation 
vers un phénotype M1 des macrophages serait observable in vivo après l‘injection du SKI-I chez 
la souris. Ceci pourrait ouvrir un volet sur l‘utilisation thérapeutique des inhibiteurs 
pharmacologiques de la SK1 dans le mélanome pour renforcer la réponse immune. De plus, 
d‘autres inhibiteurs maintenant disponibles tels que le SLP7111228, le PF-543 et le VPC96091 
qui agissent sélectivement sur la SK1 à des concentrations nanomolaires pourront aussi être 
testés.620 
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5- Effet du TGF-β1 sur la réponse immune in vivo 
Dans ce projet, nous avons souligné l‘importance du TGF-β1 dans la polarisation des 
macrophages vers un phénotype M2. De plus, nous avons montré que la neutralisation du TGF-
β1 in vitro pouvait réverser ce phénomème et induire une différenciation des macrophages vers 
un phénotype M1. Cet axe pourrait être complété par l‘injection intratumorale d‘un anti-TGF-β1 
chez la souris développant un mélanome et la mesure de ses effets sur le recrutement et la 
polarisation des macrophages in vivo. En effet, le TGF-β1 agit non seulement sur la polarisation 
des macrophages mais permet aussi le recrutement des monocytes par la régulation positive des 
métalloprotéinases matricielles, et la dégradation de la membrane basale endothéliale.28  
Il serait aussi intéressant de regarder l‘effet de TGF-β1 sur d‘autres cellules immunitaires 
notamment les cellules T régulatrices qui sont une cible potentielle de TGF-β1.715, 923 Cette 
approche pourra être réalisée par cytométrie en flux en quantifiant l‘infiltrat des cellules Treg 
CD4+CD25+FOXP3+ dans les tumeurs de mélanome B16F10 injectées ou non par l‘anti-TGF-β1 
en intratumoral. 
De même, l‘effet de la SK1 et du TGF-β1 pourra être analysé sur d‘autres composantes 
cellulaires du microenvironnement du mélanome telles que les fibroblastes (CAF), et les cellules 
endothéliales.  
Enfin, on pourrait imaginer que le TGF-β1 agit directement sur la cellule tumorale et stimule de 
manière autocrine la SK1. En effet, une publication récente montre le TGF-β1 active l‘axe 
SK1/S1P3 dans les myoblastes74 Pour démontrer qu‘il existe une boucle de rétrocontrôle entre la 
SK1 et le TGF-β1, nous pourrons agir sur le TGF-β1 en l‘inhibant directement avec un anticorps 
ou en bloquant ses effets sur le TGF-β1R. 
 
6- Régulation de l’expression de TGF-β1 par la SK1 
Nous avons montré que l‘expression de TGF-β1 induite par la SK1 est indépendante de l‘axe 
S1P/S1PR, suggérant une activité intracellulaire de la SK1. Cependant, les mécanimes 
moléculaires sous-jacents sont encore inconnus. Étant donné que la SK1 a été montrée pour 
activer des facteurs de transcription tels que HIF-1α4 ou NF-B15 dans diverses tumeurs et que 
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l'expression du TGF-β1 est régulée par ces facteurs,324, 456 on pourrait spéculer que la SK1 régule 
le TGF-β1 à un niveau transcriptionnel.  
 
7- L’effet de la SK1 du macrophage sur les cellules du mélanome. 
Notre étude montre principalement le rôle de la SK1 tumorale dans l‘infiltrat macrophagique du 
mélanome. Cependant, nos résultats, non publiés, évoquent aussi le rôle de la SK1 de l‘hôte sur 
cet infiltrat. En effet, la déficience en SK1 chez les souris Sphk1-/- a été associée à la diminution 
du phénotype M2 des macrophages ainsi qu‘à une réponse antitumorale NK et LT CD8
+ plus 
marquée. Pour explorer le rôle de la SK1 de l‘hôte, et plus particulièrement celle des 
macrophages, nous étudierons la croissance ainsi que la nature de l‘infiltrat leucocytaire de 
tumeurs B16F10 injectées chez des souris Sphk1-/- et traitées avec des liposomes contenant du 
clodronate, qui détruit les macrophages de manière sélective.280 Le rôle des LT CD4
+ et CD8+ 
dans la progression du mélanome chez les souris Sphk1-/- sera évalué par immunodéplétion de 
ces populations avec des anti-CD4 et des anti-CD8. 
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